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CAPITULO 4: PRODUCCION DE ENZIMAS PECTOLITICAS
INTRODUCCION
D E F I N I C I O N  Y CONCEPTO DE BIOTECNOLOGIA
La B i o t e c n o l o g í a  es una a c t i v i d a d  c i e n t í f i c a  m u i t i  d i s c i p l i n a r i  a 
que ha a d q u i r i d o  una i m p o r t a n c i a  fun dam ental  en el  mundo moderno.  Por 
l a  a m p l i t u d  de l a s  á r e a s  que a b a rc a  y po r  l a s  d i f e r e n t e s  
p o s i b i l i d a d e s  que o f r e c e  en d i s t i n t o s  á m b i t o s  del  quehacer del 
h o m b re , se ha c o n v e r t i d o  ya en uno de l o s  p i l a r e s  p o l í t i c o s  y 
e c o n ó m ic o s  más t r a s c e n d e n t e s  p a r a  e l  p r o g r e s o  de l o s  p a í s e s .
Una d e f i n i c i ó n  a p r o p i a d a  de B i o t e c n o l o g í a ,  s u f i c i e n t e m e n t e  
a m p l i a ,  que d e l i m i t a  sus campos de a p l i c a c i ó n  y que además e s t á  
ganando a c e p t a c i ó n  g e n e r a l  en l a  mayor p a r t e  de l o s  p a í s e s ,  es l a  
p r o p u e s t a  po r  l a  O r g a n i z a c i ó n  de C o o p e r a c i ó n  y D e s a r r o l l o  
E c o n ó m ico  (OCDE) que l a  d e f i n e  cornos
"La  a p l i c a c i ó n  de l o s  p r i n c i p i o s  c i e n t í f i c o s  y de l a  
I n g e n i e r í a  al  p r o c e s a m i e n t o  de m a t e r i a l e s  po r  a g e n te s  b i o l ó g i c o s  
p a r a  p r o v e e r  b i e n e s  y s e r v i c i o s "  (A n ó n im o ,  1 9 8 5 ) .
Lo s  " p r i n c i p i o s  c i e n t í f i c o s  y de l a  I n g e n i e r í a "  se r e f i e r e n  a 
un c o n j u n t o  muy a m p l i o  de d i s c i p l i n a s  con e s p e c i a l  é n f a s i s  en l a  
M i c r o b i o l o g í a ,  B i o q u í m i c a ,  B i o l o g í a  m o l e c u l a r ,  G e n é t i c a ,
I n m u n o l o g í a  e I n g e n i e r í a s  Q u ím i c a  y B i o q u í m i c a .
E l  c o n c e p t o  de " a g e n t e s  b i o l ó g i c o s "  se r e f i e r e  en g e n e r a l  a 
c a t a l i z a d o r e s  b i o l ó g i c o s ,  p a r t i c u l á r m e n t e  m i c r o o r g a n i s m o s ,  c é l u l a s  
a n i m a l e s  y v e g e t a l e s ,  v i r u s  y e n z im a s .
Por o t r a  p a r t e ,  e l  t é r m i n o  " m a t e r i a l e s "  es muy a m p l io  ya que 
c u b r e  t a n t o  a l o s  de o r i g e n  o r g á n i c o  como a l o s  i n o r g á n i c o s .
En l a  d e f i n i c i ó n  se i n c l u y e n  no s o la m e n te  l o s  p r o c e s o s  en l o s  
c u a l e s  se u t i l i z a n  l o s  a g e n t e s  b i o l ó g i c o s  s i n ó  tam b ié n  a to d a s  
a q u e l l a s  e t a p a s  r e l a c i o n a d a s  con l a  e l a b o r a c i ó n  de e s t o s  ú l t i m o s  y 
a l  p r o c e s a m i e n t o  de l o s  m a t e r i a l e s  r e s u l t a n t e s  en el  caso  de que sean 
de n a t u r a l e z a  b i o l ó g i c a .
Por " b i e n e s "  se e n t i e n d e n  t o d o s  l o s  p r o d u c t o s  de l a s  i n d u s t r i a s
1
v i n c u l a d a ®  con a l i m e n t o s ,  b e b i d a s ,  p r o d u c t o s  q u í m i c o s ,  b i o q u í m i c o s  
y f a r m a c é u t i c o s ,  r e c u p e r a c i ó n  de m i n e r a l e s  y de p e t r ó l e o ,  e t c - ,  
que hacen uso de l o s  c i t a d o s  a g e n t e s  b i o l ó g i c o s .
Los " s e r v i c i o s "  se r e l a c i o n a n  s o b r e  t o d o  con a s p e c t o s  v i n c u l a d o s  
a l a  c o n t a m i n a c i ó n  a m b i e n t a l , p a r t i c u l á r m e n t e  con l a  p u r i f i c a c i ó n  
del  agua y e l  t r a t a m i e n t o  de e f l u e n t e s  l í q u i d o s  y  s ó l i d o s  cuyo 
o r i g e n  puede e n c o n t r a r s e  t a n t o  en p r o c e s o s  i n d u s t r i a l e s  como en o t r o s  
a s p e c t o s  v i n c u l a d o s  a l a  a c t i v i d a d  del  hombre. Es a s i  que l o s  
p r o b le m a s  de c o n t a m i n a c i ó n  del  medio a m b ie n te  d e r i v a d o s  de l a  
d i s p o s i c i ó n  f i n a l  de muchos r e s i d u o s  i n d u s t r i a l e s  pueden e n c o n t r a r  
en l a  B i o t e c n o l o g í a  s o l u c i o n e s  a p r o p i a d a s .
EL PROBLEMA DE LOS RESIDUOS INDUSTRIALES
Desde el  p r i n c i p i o  de l a  década de 1970 se ha v e n i d o  
m o d i f i c a n d o  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l a  a c t i t u d  de l o s  g o b i e r n o s  y de l a  
i n d u s t r i a  en l o  que r e s p e c t a  al  c o n t r o l  y a l a  e l i m i n a c i ó n  de l o s  
d e s e c h o s .  La p r e o c u p a c i ó n  g e n e r a l  p o r  e s t e  p ro b le m a  l l e v ó  
i n i c i a l m e n t e  a l o s  o r g a n is m o s  o f i c i a l e s  a t r a t a r  de r e g u l a r  l a s  
d e s c a r g a s  m e d ia n te  l a  a p l i c a c i ó n  de un s i s t e m a  de r e g l a m e n t a c i o n e s  y 
a u t o r i z a c i o n e s  más e s t r i c t o .  En muchos c a s o s ,  l a s  nuevas 
r e s t r i c c i o n e s  d i e r o n  l u g a r  a l a  a p a r i c i ó n  de p r á c t i c a s  de 
" t r a t a m i e n t o s  a l a  s a l i d a "  de l a s  p l a n t a s  i n d u s t r i a l e s ,  basados en l a  
i d e a  de que l o s  p r o c e s o s  b á s i c o s  de p r o d u c c i ó n  no p o d r í a n  s e r  
m o d i f i c a d o s ,  r e c u r r i é n d o s e  a s í  a i n t e r p o n e r  d i s p o s i t i v o s  de 
d e p u r a c i ó n  con e l  f i n  de d i s m i n u i r  l a s  d e s c a r g a s  f i n a l e s .  E s t e  es el  
p r i m e r  c a so  en que l a  B i o t e c n o l o g í a  a p l i c a d a  al t r a t a m i e n t o  de 
e f l u e n t e s  i n d u s t r i a l e s  c o n t r i b u y e  a l a  p r e s e r v a c i ó n  del  medio 
a m b i e n t e .
B i n  em bargo,  en muchas o p o r t u n i d a d e s  l o s  c o s t o s  de l o s  
t r a t a m i e n t o s ,  o sea l a  i n v e r s i ó n  de c a p i t a l  en e q u i p o s  y su 
f u n c i o n a m i e n t o ,  p o n í a n  en p e l i g r o  a l a  economía  de l a s  empresas 
que pasaban un época c r í t i c a  d e b i d o  al  aumento d e l  c o s t o  de l a
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e n e r g í a ,  en r a z ó n  de que se in c r e m e n ta b a n  c u a n t o  más e s t r i c t a s  
e ra n  l a s  m edidas de c o n t r o l  i n t r o d u c i d a s .
Como r e s p u e s t a ,  l a  i n d u s t r i a  e n c a r ó  o t r o s  m edios p a ra  m e jo r a r  
l a  s i t u a c i ó n .  E s t o s  se b a s a ro n  en una mayor o p t i m i z a c i ó n  en el  uso 
de l a s  m a t e r i a s  p r i m a s  a f i n  de r e d u c i r  l o s  de secho s  f i n a l e s .  Se 
t r a t a b a  pues de s e g u i r  a p l i c a n d o  s i s t e m a s  de l u c h a  c o n t r a  l a  
c o n t a m i n a c i ó n ,  p e r o  ta m b ié n  de i d e a r  al  mismo t ie m p o  medios 
a p r o p i a d o s  p a r a  e v i t a r  que se fo rm a ra n  r e s i d u o s  c o n t a m i n a n t e s  que 
l u e g o  h a b r í a  que t r a t a r .  S i n  em bargo,  en muchos ca s o s  y aún con 
e s t a  p r e m i s a ,  e l  p ro b le m a  no se r e s o l v í a .
G e n e r a l m e n t e ,  y aunque se empleen l a s  más s o f i s t i c a d a s  
t e c n o l o g í a s ,  l o s  p r o c e s o s  de f a b r i c a c i ó n  t i e n d e n  a l a  p r o d u c c i ó n  
de r e s i d u o s  ya que es d i f í c i l  c o n s e g u i r  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  t o t a l  de 
un m a t e r i a l  en o t r o  que sea e l  p r o d u c t o  f i n a l  deseado.  E l  problem a 
e s t á  e n t o n c e s  en e n c o n t r a r  una p o s i b l e  u t i l i z a c i ó n  de esos 
r e s i d u o s ,  en p a r t i c u l a r  cuando l a  c a n t i d a d  g e n e ra d a  es de m agn itud  
c o m p a r a b l e  a l a  de l a s  m a t e r i a s  p r i m a s  y/o  l o s  p r o d u c t o s  f i n a l e s .  Por 
e l l o  es que l a  i n d u s t r i a  m oderna,  s o b r e  t o d o  en l o s  p a í s e s  
d e s a r r o l 1 a d o s , ha c o n s e g u i d o  aumentar enormemente l a s  fo rm as de 
u t i l i z a c i ó n  de r e s i d u o s  con e l  c o n s i g u i e n t e  aumento en l a  e f i c i e n c i a  
de t r a n s f o r m a c i ó n  de m a t e r i a l e s  en p r o d u c t o s  f i n a l e s .
La i d e a  de u t i l i z a r  una t e c n o l o g í a  in o c u a  p a ra  el  medio 
a m b ie n te  ha v e n i d o  a d q u i r i e n d o  cada vez mayor c r e d i b i l i d a d ,  s o b re  todo 
en l o s  p a í s e s  i n d u s t r i a l i z a d o s .  E s t a  c l a s e  de t e c n o l o g í a s  están 
b a sadas  f u n d a m e n ta lm e n te  en l a  a p l i c a c i ó n  de p r o c e s o s  de 
f a b r i c a c i ó n  más e f i c i e n t e s ,  que p o r  c o n s i g u i e n t e  r e q u i e r e n  menos 
m a t e r i a  p r i m a  p a r a  a l c a n z a r  l a  misma p r o d u c c i ó n ,  con una m ejo r  y 
c o m p l e t a  u t i l i z a c i ó n  de l o s  r e s i d u o s .  Además, p e r m i t e n  e l i m i n a r  
l o s  d e s e c h o s  o r e d u c i r l o s  al  m ín im o ,  n e c e s i t a n  de l a  a p l i c a c i ó n  de 
p r á c t i c a s  i n n o v a d o r a s  y ,  a v e c e s ,  de l a  c o o p e r a c i ó n  e n t r e  l a s  
d i f e r e n t e s  i n d u s t r i a s ,  en p a r t i c u l a r  en l o  que atarte a l  i n t e r c a m b i o  
de c i e r t o s  r e s i d u o s  y s u b p r o d u c t o s .
D o n d e q u ie r a  que se l a s  a p l i c a  de manera a p r o p i a d a ,  l a s
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t e c n o l o g í a »  i n o c u a »  p a r a  e l  medio a m b ie n te  p ro d u c e n  b e n e f i c i o s  t a n t o  
en l o  que se r e f i e r e  a l a  r e n t a b i l i d a d  de l a »  i n d u s t r i a »  como a l a  
p r o t e c c i ó n  del  medio a m b i e n t e .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  r e u t i l i z a c i ó n  de 
l o s  de se ch o s  ha dado l u g a r  en c i e r t o  nümero de i n d u s t r i a s  a un 
aumento de l o s  márgenes de r e n t a b i l i d a d  en c i f r a s  c o n s i d e r a b l e s  que 
en d e t e r m i n a d o »  c a s o s  pueden l l e g a r  a j u s t i f i c a r ,  no s ó l o  l a  
i n v e r s i ó n  i n i c i a l ,  s i n o  ta m b ié n  a p e r m i t i r  l a  s u b s i s t e n c i a  de l a  
empresa en épo cas de c r i s i s  (A n ó n im o ,  1 9 8 4 ) .
Las  a c t i v i d a d e s  a g r o p e c u a r i  as y l a s  i n d u s t r i a s  t r a n s f o r m a d o r a s  de 
p r o d u c t o s  g e n e ra n  c a n t i d a d e s  c o n s i d e r a b l e s  de r e s i d u o s  que pueden 
t e n e r  e f e c t o s  n o c i v o s  s i  no son o b j e t o  de un t r a t a m i e n t o  p r e v i o  a su 
d i s p o s i c i ó n  f i n a l ,  a p a r t e  de que r e p r e s e n t a n  un r e c u r s o  r e n o v a b l e  
c u y o  a p r o v e c h a m i e n t o  r e s u l t a  i n t e r e s a n t e  de e s t u d i a r  (Anó nim o ,
1982) .
En muchos de e s t o s  c a s o s ,  l a  B i o t e c n o l o g í a  e n c u e n t r a  en l o s  
r e s i d u o s  a g r o i n d u s t r i  al  es m a t e r i a s  p r i m a s  de c o s t o  b a j o  o n u l o  que 
hacen f a c t i b l e s ,  desde e l  p u n t o  de v i s t a  e c o n ó m ic o ,  a p r o c e s o s  que 
de o t r a  manera no l o  s e r í a n .  De e l l o  r e s u l t a  que l a  o b t e n c i ó n  de 
c i e r t o s  p r o d u c t o s  puede r e a l i z a r s e  po r  m edios b i o t e c n o l ó g i e o s  como 
a l t e r n a t i v a  a l o s  ca m in o s  c l á s i c o s  de p r o d u c c i ó n ,  a l a  p ar  de 
r e s o l v e r  un p ro b le m a  e c o l ó g i c o .  Un e j e m p l o  ya t r a d i c i o n a l  de l o  
a n t e r i o r  es l a  p r o d u c c i ó n  de a c e t o n a  y b u t a n o l , que en sus co m ie n zo s  
se r e a l i z ó  p o r  v í a  f e r m e n t a t i v a  empleando c e r e a l e s  como s u s t r a t o .
Luego pasó al  campo de l a  p e t r o q u í m i c a  y ,  en l a  a c t u a l i d a d ,  
nuevam ente l a  B i o t e c n o l o g í a  puede e n c a r a r  su p r o d u c c i ó n  merced al 
uso de r e s i d u o s  como p r i n c i p a l  componente de l  medio de c u l t i v o ,  ya que 
e s t e  es uno de l o s  f a c t o r e s  de mayor i n c i d e n c i a  en e l  c o s t o  f i n a l  del 
p r o d u c t o  ( L e n z , T . G .  and h o r e i r a ,  A . R . ,  1 9 8 0 ) .
En n u e s t r o  p a í s  e x i s t e n  una s e r i e  de e j e m p l o s  de r e s i d u o s  
f a c t i b l e s  de s e r  u t i l i z a d o s  p o r  m edios b i o t e c n o l ó g l c o s  y que,  po r  
d i v e r s a s  r a z o n e s ,  g e n e r a l m e n t e  no se l o  h a c e .  S um ariam ente  podemos 
m e n c io n a r  a l a  i n d u s t r i a  f a e n e a d o r a  de a n i m a l e s  y a l o s  
f r i g o r í f i c o s ,  l o s  c r i a d e r o s  de a v e s  y c e r d o s ,  l a s  p r o c e s a d o r a s  de
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p e s c a d o ,  l o s  l a v a d e r o s  de l a n a ,  l a s  c u r t i e m b r e s ,  l a s  i n d u s t r i a s  del  
v i n o ,  de l a  s i d r a  y de l o s  j u g o s  de f r u t a ,  e t c .  S i t u a c i o n e s  t í p i c a s  
y a su vez e x tre m a s  de l a  f a l t a  de t r a t a m i e n t o  y / o  a p ro v e c h a m i e n t o  de 
r e s i d u o s  l a s  vemos en l o s  r í o s  de l a  p r o v i n c i a  de Tucumán 
p o l u i d o s  p o r  l o s  e f l u e n t e s  de l a s  i n d u s t r i a s  del  a z ú c a r  y del  
a l c o h o l  ( C a b i b ,  G. y c o l . ,  1983) y  en l a s  c e r c a n í a s  de l a s  u s i n a s  
l á c t e a s  de l a  pampa húmeda que d e s c a rg a n  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de 
s u e r o  de queso a l  c u r s o  de agua más c e r c a n o  s i n  t r a t a m i e n t o  a lg u n o  
( M ig n o n e ,  C . F . ,  1 9 8 2 ) .
E L .E JE M P LO  DEL ORUJO DE MANZANA
S i n  l l e g a r  a l o s  e x tre m o s  m encio n ado s p re c e d e n t e m e n t e ,  l a  
e l a b o r a c i ó n  de l  j u g o  de manzana c o n s t i t u y e  un e j e m p lo  t í p i c o  de 
i n d u s t r i a  p r o d u c t o r a  de g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de r e s i d u o s  p o t e n c i a l  mente 
a p r o v e c h a b l e s  y que en l a  a c t u a l i d a d ,  en A r g e n t i n a ,  se e l i m i n a n  s i n  
t r a t a m i e n t o  a l g u n o .  E s t e  es el  c a so  de l  o r u j o  de manzana, m o t i v o  del 
p r e s e n t e  t r a b a j o .
E s t e  r e s i d u o  se p r o d u c e  como r e s u l t a d o  de 1 a e x p r e s i ó n  de l a  
f r u t a  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  del  j u g o  que p ó s t e r i o r m e n t e  puede ser  
d e s t i n a d o  al  consumo, o b i e n  u t i l i z a d o  p a r a  l a  e l a b o r a c i ó n  de s i d r a  
o v i n a g r e .  Se debe t e n e r  en c u e n t a  que del  t o t a l  de l  peso de l a s  
manzanas p r o c e s a d a s ,  c e r c a  de un t e r c i o  queda como o r u j o ,  l o  cual  
s i g n i f i c a  una g r a n  p r o p o r c i ó n  de d e s p e r d i c i o .  Por e s t a  r a z ó n  y 
t e n i e n d o  en c u e n t a  e l  c o s t o  de l  f l e t e  del  o r u j o  desde l a  p l a n t a  
j u g u e r a  h a s t a  e l  l u g a r  de d i s p o s i c i ó n  f i n a l ,  es que en e l  arto 1984 
un e m p r e s a r i o  m o s tró  i n t e r é s  en que se r e a l i z a r a n  e x p e r i e n c i a s  
t e n d i e n t e s  a su a p r o v e c h a m i e n t o .  E l  C I N D E F I ,  con l a r g a  t r a y e c t o r i a  en 
e l  e s t u d i o  de l  uso de r e s i d u o s  de o r i g e n  a g r o i n d u s t r i  a l , e n c a r ó  como 
r e s p u e s t a  una r e c o p i l a c i ó n  p r e v i a  de i n f o r m a c i ó n  a l  r e s p e c t o .  Por 
o t r a  p a r t e ,  en l a  P r i m e r a  R e u n ió n  I n t e r n a c i o n a l  s o b r e  l a  
I n d u s t r i a l i z a c i ó n  de l a  Manzana,  C i p o l l e t i ,  P r o v .  de R i o  N e g r o ,  20 
a l  24 de a g o s t o  de 1984, se p l a n t e ó  c o n c r e t a m e n t e  l a  n e c e s id a d  de un
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e s t u d i o  a c e r c a  de l  t r a t a m i e n t o  de e f l u e n t e s  en p l a n t a s  p r o d u c t o r a s  de 
j u g o ,  p a r t i c u l a r m e n t e  en e l  caso  del  o r u j o ,  pensando en su 
a p l i c a c i ó n  en a l g u n a  i n d u s t r i a  s a t é l i t e .  Al  r e s p e c t o ,  debe 
m e n c io n a r s e  l a  buena p r e d i s p o s i c i ó n  dem o strada e n t o n c e s  p o r  a l g u n o s  
e m p r e s a r i o s  en c o l a b o r a r  en e l  e s t u d i o  d e l  p ro b le m a .
D e n t r o  de l o s  p r o c e s o s  b i o t e c n o l ó g i e o s  mencionados en 
b i b l i o g r a f í a  p a r a  e l  a p r o v e c h a m i e n t o  del  o r u j o  de manzana f i g u r a n  
v a r i a s  a l t e r n a t i v a s  que u t i l i z a n  m i c r o o r g a n i s m o s .  Una de e l l a s  es l a  
d i g e s t i ó n  a n a e r ó b i c a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de b l o g á s  ( L a ñ e ,  A . G . ,
1979) e n c o n t r á n d o s e  que l a  c o m p o s i c i ó n  de l  gas p r o d u c i d o  e r a  5 0 - 5 5  
7. de m etano,  4 5 - 5 0  7. de Cü2  <v/v)  con un po der  c a l o r í f i c o  de 
1 9 , 2  M J.m - 3 , v a l o r e s  a p r o p i a d o s  p a r a  su uso en quemadores de 
c a l d e r a s .  Además, se ha d e m o stra d o  que el  r e s i d u o  s ó l i d o  de l a  
f e r m e n t a c i ó n  posee una c o m p o s i c ió n  q u í m i c a  a p r o p i a d a  p a r a  su uso 
como f e r t i l i z a n t e  ( B e l l e n d e r ,  h . , 1 9 7 9 ) .  Se ha d e s c r i p t o  una m ejo ra  
d e l  p r o c e s o  en l a  c u a l  e l  c a l o r  l i b e r a d o  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  se 
u t i l i z a  en un b i o d e s e c a d o r  de o r u j o  húmedo que es d e s h i d r a t a d o  pa ra  
su uso con o t r o s  f i n e s  ( J e u e l l ,  W . J .  and Cummings, R . J . ,  1984) .
Tam bién se m enciona l a  p r o d u c c i ó n  de a l c o h o l  en c u l t i v o s  en 
s u s t r a t o  s ó l i d o  s o b r e  o r u j o  (H a n g ,  Y . D .  y c o l . ,  1981? Hang,  Y . D .  y 
c o l . ,  1 9 8 2 ) .  Lo s  r e n d i m i e n t o s  de e t a n o l  o b t e n i d o s  v a r i a r o n  desde 29 a 
más de 40 g p o r  Kg de o r u j o  de manzana,  d e p e n d ie n d o  del  o r i g e n  de 
l a s  m u e s t r a s .  Además e l  r e s i d u o  de l a  d e s t i l a c i ó n  c o n t e n í a  un 
t e n o r  de p r o t e í n a  c r u d a  ( n i t r ó g e n o  t o t a l  po r  6 , 2 5 )  de 9 , 4  7., v a l o r  
adecuado p a r a  su uso en a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l .  En o t r o  e s t u d i o  se 
l o g r ó  aum entar  e l  r e n d i m i e n t o  m e d ia n te  una s a c a r i f i c a c i ó n  
e n z i m á t i c a  p r e v i a ,  l l e g á n d o s e  a 60 g de e t a n o l  p o r  Kg de o r u j o  
( M i l l e r ,  J . E .  y c o l . ,  1 9 8 2 ) .
O t r a  p o s i b i l i d a d  es l a  p r o d u c c i ó n  de á c i d o  c í t r i c o  p o r  
f e r m e n t a c i ó n  en s u s t r a t o  s ó l i d o  (H ang ,  Y . D .  and Woodams, E . E . ,
1904? Hang,  Y . D .  and Woodams, E . E . , 1 9 0 6 ) .  Los  r e n d i m i e n t o s  o b t e n i d o s  
v a r i a r o n  con e l  t i p o  de o r u j o  empleado y d e p e n d i e r o n  de l a  c a n t i d a d  de 
metanol  a g re g a d a  a l  medio de c u l t i v o ,  e l  t ie m p o  y  l a  t e m p e r a t u r a  de
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p r o c e s o , a l c a n z a n d o  en e l  m e jo r  de l o e  c a s o s  v a l o r e s  de 90 g de 
A c i d o  c í t r i c o  p o r  Kg de o r u j o  f e r m e n t a d o .
O B JE T IV O S  DEL TRABAJO
En base a e s t o s  a n t e c e d e n t e s  p r e v i o s  se i d e ó  un p l a n  de t r a b a j o  
t e n d i e n t e  al  d e s a r r o l l o  de una t e c n o l o g í a  que p e r m i t i e r a  no s ó l o  
b r i n d a r  a l a  i n d u s t r i a  j u g u e r a  del  v a l l e  de l  r i o  Neg ro  una 
a l t e r n a t i v a  a l a  d i s p o s i c i ó n  f i n a l  de l  o r u j o  de manzana a l  a i r e  
l i b r e  p a r a  que se d e g r a d e  n a t u r a l m e n t e  como h a b i t u a l m e n t e  se v e n i a  
r e a l i z a n d o  (con l o s  i n h e r e n t e s  p e r j u i c i o s  eco n ó m ico s  y e c o l ó g i c o s  
que e l l o  a c a r r e a ) ,  s i n ó  que ta m b ié n  p o s i b i l i t a r a  l a  c r e a c i ó n  de 
n uev as  i n d u s t r i a s  que l o  e m p le a ra n  como m a t e r i a  p r i m a .
P a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  del  p l a n  de i n v e s t i g a c i ó n  se p l a n t e a r o n  
i n i c i a l m e n t e  l o s  s i g u i e n t e s  o b j e t i v o s  con r e s p e c t o  a l o s  r e q u i s i t o s  
que i d e a l m e n t e  l o s  p r o c e s o s  t e c n o l ó g i c o s  a d e s a r r o l l a r  d e b e r í a n  
c u m p l i  r  t
1) E l  consumo t o t a l  de l  o r u j o  de manzana p r o d u c i d o ,  e s t o  es que a 
t r a v é s  de d i s t i n t a s  a l t e r n a t i v a s  t e c n o l ó g i c a s  se e n c o n t r a r a n  l a s
v í a s  de a p r o v e c h a m i e n t o  n e c e s a r i a s  p a r a  que su uso como m a t e r i a  
p r i m a  a b s o r v i e r a  e l  t o t a l  de l a  c a n t i d a d  p r o d u c i d a .
2)  E l  a p r o v e c h a m i e n t o  i n t e g r a l ,  o sea que en su t r a n s f o r m a c i ó n  
no se p r o d u j e r a n  r e s i d u o s  f i n a l e s  y ,  s i  e s t o  o c u r r i e r a ,  que a su vez 
f u e r a  p o s i b l e  su uso en o t r a  a c t i v i d a d  económ icam ente r e n t a b l e .
3) La o b t e n c i ó n  de p r o d u c t o s  con i n t e r é s  fu n d a m e n ta lm e n te  
r e g i o n a l  y / o  n a c i o n a l .
4)  E l  l o g r o  de t e c n o l o g í a s  que c o n d u j e r a n  al  máximo de 
in c r e m e n t o  en e l  v a l o r  a g re g a d o  de l o s  p r o d u c t o s  o b t e n i d o s .
De a n á l i s i s  t e ó r i c o  de l a s  p o s i b l e s  s o l u c i o n e s  que l a  
B i o t e c n o l o g í a  puede a p o r t a r  a l  uso de l  o r u j o  de manzana,  s u rg e n  
e n fo q u e s  p r á c t i c o s  b a sado s  f u n d a m e n ta lm e n te  en su c o m p o s ic ió n  
q u í m i c a ,  a a l g u n o s  de l o s  c u a l e s  ya se ha hecho r e f e r e n c i a .  En 
n u e s t r o  c a s o ,  en e l  C IN D E F I  se p l a n t e a r o n  3 a l t e r n a t i v a s  no
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m encionada* h a s t a  el  momento en b i b l i o g r a f í a  y que p r e s e n t a b a n  
i n t e r é s  l o c a l .  P r im e ra m e n te  se p l a n t e ó  l a  p o s i b i l i d a d  de un 
e n r i q u e c i m i e n t o  p r o t e i c o  pensando en 1 a e l a b o r a c i ó n  de un componente 
de d i e t a s  p a r a  a n i m a l e s ,  tema de l  c u a l  t r a t a  el  c a p í t u l o  2 y que 
además cumple  con l a s  c o n d i c i o n e s  de l  a p r o v e c h a m i e n t o  i n t e g r a l  y del  
i n t e r é s  r e g i o n a l .
Por  o t r a  p a r t e ,  l a  p r o d u c c i ó n  de e n z im a s  p e c t o l l t i c a *
( c a p i t u l o  4) r e p r e s e n t a  o t r a  i n t e r e s a n t e  v í a  de e s t u d i o  d e b id o  a 
que e l l a s  c o n s t i t u y e n  un insumo i m p o r t a n t e  de 1 a i n d u s t r i a  j u g u e r a  l o  
que i m p l i c a  un i n t e r é s  l o c a l .  Además, l a  c o m p o s i c ió n  q u ím ic a  
de a l g u n o s  t i p o s  de o r u j o  en c u a n t o  a a z ú c a r e s  y  p e c t i n a  es s i m i l a r  
a l a  de l o s  medios de c u l t i v o  l í q u i d o s  em pleados p a r a  t a l  f i n  
m encio n ado s en l a  b i b l i o g r a f í a  p e r t i n e n t e .
Un t e r c e r  t i p o  de p r o c e s o  es l a  f e r m e n t a c i ó n  a c e t o - b u t i  1 i c a .
E l  b u t a n o l  y l a  a c e t o n a  son i m p o r t a n t e s  s o l v e n t e s  de uso i n d u s t r i a l  
cu ya  p r o d u c c i ó n  p o r  f e r m e n t a c i ó n  ha v u e l t o  a s e r  económicamente 
a t r a c t i v a  en v i r t u d  de l  aumento de l  c o s t o  de l a  c l á s i c a  v í a  
p e t r o q u í m i c a ,  mucho más s i  se emplea un s u s t r a t o  de c o s t o  b a j o  o 
n u l o  como es  e s t e  c a s o .  Además, e s t a  a l t e r n a t i v a  p e r m i t i r l a  el  
a p r o v e c h a m i e n t o  de l  r e s i d u o  de l a  f e r m e n t a c i ó n ,  en form a s i m i l a r  a 
l a  p r o p u e s t a  en e l  caso de l a  p r o d u c c i ó n  de e t a n o l , p a r a  su uso en 
a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l .
A n t e s  de d e c i d i r  l a  i n i c i a c i ó n  de l o s  t r a b a j o s  se e s t a b l e c i e r o n  
c o n t a c t o s  v e r b a l e s  con e m p r e s a r i o s  i n t e r e s a d o s  en p r e s t a r  
c o l a b o r a c i ó n  en l o s  mismos. A t a l  e f e c t o ,  se p l a n t e a r o n  l o s  
p ro b l e m a s  que se i b a n  a p r e s e n t a r .  En p r i m e r  l u g a r ,  l a  d i s t a n c i a  que 
s e p a r a b a  l o s  l u g a r e s  de p r o d u c c i ó n  del  o r u j o  de n u e s t r o s  
l a b o r a t o r i o s  e r a  un i n c o n v e n i e n t e  p a r a  su norm al  a p r o v i s i o n a m i e n t o .  
Lae m u e s t r a s  d e b e r í a n  s e r  c o n g e l a d a s  p a r a  e v i t a r  su a l t e r a c i ó n  y 
t r a n s p o r t a d a s  r á p i d a m e n t e .  Además, s e r i a n  n e c e s a r i o s  v i a j e s  de 
i n v e s t i g a d o r e s  a l a s  p l a n t a s  j u g u e r a s  p a r a  e v a l u a r  " i n  s i t u "  l a  
p r o b l e m á t i c a  de l  o r u j o  de manzana. Y f i n a l m e n t e ,  l a  r e a l i z a c i ó n  de 
e n s a y o s  p i l o t o s  de t r a n s f o r m a c i ó n  en l a  zo n a  de p r o d u c c i ó n .  En
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aquel  momento se e n c o n t r ó  un eco f a v o r a b l e  a t o d o  e l l o ,  t a n t o  desde 
el  p u n t o  de v i s t a  t é c n i c o  como eco n ó m ico .  S i n  embargo,  como se 
v e r é  p ó s t e r i o r m c n t e , no se pudo l o g r a r  l a  n e c e s a r i a  c o l a b o r a c i ó n  
p a r a  l a  r e a l i z a c i ó n  de p r o c e s o s  en e s c a l a s  mayores a l a s  de 
l a b o r a t o r i o .  A p e s a r  de e l l o ,  l a  e x p e r i e n c i a  a d q u i r i d a  a b r i ó  un 
panorama como p a r a  que en e l  f u t u r o ,  s i  se puede c o n t a r  con l o s  medios 
a p r o p i a d o s ,  se re tom en l o s  t r a b a j o s  a  f i n  de c o n c r e t a r  una 
t e c n o l o g í a  c o m p l e t a  como i n i c i a l m e n t e  nos habla mos p r o p u e s t o .
E l  o b j e t o  de e s t e  t r a b a j o  de T e s i s  es e l  e s t u d i o  de l a s  dos 
p r i m e r a s  a l t e r n a t i v a s  m encio nadas p r e c e d e n t e m e n t e ,  h a b ié n d o s e  
d e s a r r o l l a d o  l a  t e r c e r a  de e l l a s  p o r  o t r o  g r u p o  de t r a b a j o  de n u e s t r o  
I n s t i t u t o  ( V o g e t ,  C . E .  y c o l . ,  1 9 8 5 ) .
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Ca p í t u l o _1_j. E L  ORUJO DE MANZANA
1 . 1 . INTRODUCCION
A n te e  de h a c e r  r e f e r e n c i a  al  o r u j o  de manzana es i n t e r e s a n t e  
m o s t r a r  a l g u n a s  e s t a d í s t i c a s  de p r o d u c c i ó n  de manzanas y com entar  
b re v e m e n te  l a  h i s t o r i a  de 1 a e v o l u c i ó n  de e s t e  c u l t i v o ,  como a s i  
t a m b ié n  l o  que s i g n i f i c a  su i n d u s t r i a l i z a c i ó n  fun da m e n ta lm e n te  
p a r a  l a  o b t e n c i ó n  de j u g o .  F i n a l m e n t e ,  se d e t a l l a n  l a s  p r i n c i p a l e s  
a p l i c a c i o n e s  del  o r u j o  c i t a d a s  en l a  b i b l i o g r a f í a  y se d e s c r i b e n  l a s  
c a r á c t e r í e t i c a s  y c o m p o s i c i ó n  de l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  empleados en 
e l  p r e s e n t e  t r a b a j o .
1 . 2 .  ALGUNAS E S T A D I S T I C A S
La p r o d u c c i ó n  m undial  de manzanas iMalus sylvestr is) o s c i l a  
e n t r e  20 y 26 m i l l o n e s  de t o n .  A r g e n t i n a  p a r t i c i p a  en e l l a  con 
a p ro xim a dam ente  e l  3 - 4  7. s i e n d o  uno de l o s  c u l t i v o s  con mayor 
i m p o r t a n c i a  eco nó m ica  d e n t r o  de su f r u t i c u l t u r a .  Al  m e n c i o n a r l o ,  
in m e d ia t a m e n t e  se l o  a s o c i a  con e l  A l t o  V a l l e  de l  r í o  N e g r o ,  
r e g i ó n  que se d e s t a c a  p o r  l a  c a l i d a d  y c a n t i d a d  de su p r o d u c c i ó n .
Es p o r  e l l o  que,  s i n  d e s c o n o c e r  a o t r a s  p r o v i n c i a s  p r o d u c t o r a s  de 
manzanas ( T a b l a  1 . 1 ) ,  me he de r e f e r i r  con p r e f e r e n c i a  a a q u e l l a  z o n a ,  
ya que a p o r t a  e l  mayor volumen de p r o d u c c i ó n  ( a l r e d e d o r  de l  80 */.) y 
l a  g r a n  m a y o r í a  de l a s  e x p o r t a c i o n e s  f r u t í c o l a s  de l  p a í s .
T a b l a  l . l i  P r o d u c c i ó n  de manzanas p o r  p r o v i n c i a  (en m i l e s  de t o n ) .
1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986
R i o  Neg ro 6 6 0 , 0 6 4 8 , 2 5 7 6 , 0 5 3 3 , 0 6 6 7 , 0 6 2 8 , 3 3 6 4 , 3
Neuquén 1 1 9 ,0 1 1 3 ,2 1 1 4 ,0 1 0 7 ,5 1 2 4 ,0 1 3 9 ,8 8 5 , 8
ftendoz a 1 4 2 ,0 1 1 6 ,2 8 2 , 5 1 4 9 ,6 1 1 9 ,0 1 2 8 ,7 1 2 1 , 1
Buenos A i r e s 1 4 , 0 8 , 0 9 , 8 - - 9 , 0 8 , 1
Ot r a s 2 3 , 0 1 9 ,4 2 1 , 7 2 6 , 9 2 3 , 2 1 6 ,6 1 4 ,6
T o t a l  es 9 5 8 , 0 9 0 5 , 0 8 0 4 , 0 8 1 7 , 0 9 3 3 , 2 9 2 2 , 4 5 9 3 , 9
F u e n t e i  S e c r e t a r i a  de E s t a d o  de A g r i c u l t u r a ,  G a n a d e r í a  y Pesca.
11
1 . 3 .  EVOLUCION DEL C U L TIV O  E IN D U S T R IA L IZ A C IO N  DE LA MANZANA
La r e g l ó n  de l  V a l l e  f u e  p o b l a d a  p o r  i n m i g r a n t e s  p r o v e n i e n t e s  
de l  s u r  de E u r o p a ,  p r i n c i p a l m e n t e  espartóles  e i t a l i a n o s  que 
i n i c i a r o n  e l  c u l t i v o  de l a  manzana y su c o m e r c i a l i z a c i ó n  
p r i m e r a m e n t e  en una e s c a l a  l o c a l .  Su p r o d u c c i ó n  f u e  e s t i m u l a d a  po r  
l a  l l e g a d a  en 1899 del  e x - F e r r o c a r r i l  del  Sud (hoy  G r a l  Roca) que 
p o s i b i l i t ó  e l  t r a n s p o r t e  r á p i d o  de l a  f r u t a  h a s t a  l a  pampa 
húmeda y p o r  l a  r e a l i z a c i ó n  de i m p o r t a n t e s  o b r a s  de r i e g o .
Además, l a s  G u e r r a s  M u n d i a l e s  i n t e r r u m p i e r o n  e l  c o m e r c i o  con E u r o p a ,  
con l o  que se i n c r e m e n t ó  l a  v e n t a  de f r u t a  al  B r a s i l ,  t o d a v í a  hoy 
n u e s t r o  p r i n c i p a l  mercado f r u t i c o l a .  También p r o d u j e r o n  el  
n a c i m i e n t o  de l a  i n d u s t r i a  s i d r e r a ,  d e b id o  a l a  i m p o s i b i l i d a d  de 
i m p o r t a c i ó n  de s i d r a ,  dando l u g a r  a l a  a p a r i c i ó n  de l  o r u j o  de 
manzana como r e s i d u o  de una a c t i v i d a d  i n d u s t r i a l  ( O l l i v e r ,  A . V . ,
1 9 6 0 ) .
En l a  década de l o s  artos 60 g r a c i a s  al  apoyo de i m p o r t a n t e s  
m edidas c r e d i t i c i a s  y f i s c a l e s  t u v o  l u g a r  una i m p o r t a n t e  s u c e s i ó n  de 
ca m b io s  t e c n o l ó g i c o s  t a n t o  a n i v e l  de p r o d u c t o r  como en l a s  
s u b s i g u i e n t e s  e t a p a s  manejadas p o r  l a s  empresas f r u t i c o l a s .  La 
i n c o r p o r a c i ó n  de n uev as  t é c n i c a s  ya  sea en 1 a p r o d u c c i ó n  como en 
e l  empaque, l a  c o n s e r v a c i ó n  y e l  t r a n s p o r t e ,  c o n d u j o  a una 
p r o g r e s i v a  i n d u s t r i a l i z a c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  f r u t i c o l a .
La i n s t a l a c i ó n  de l a  i n d u s t r i a  de l  j u g o  de manzana c o r r e s p o n d e  
a e s t e  p e r i o d o  de l a  e v o l u c i ó n  de l a  m a n z a n i c u l t u r a , ya que l a s  
p r i m e r a s  p l a n t a s  j u g u e r a s  d a ta n  d e l  arto 1966. E s t a s  se i n s t a l a r o n  
p a r a  c u b r i r  una marcada n e c e s i d a d  como e r a  e l  a p r o v e c h a m i e n t o  
c o m e r c i a l  de l o s  e x c e d e n t e s  de f r u t a  ya sea p o r  d e s c a r t e  o po r  
v a r i e d a d e s  no c o m e r c i a l  i z a b l e s  en e s t a d o  f r e s c o .  La i n c i p i e n t e  
i n d u s t r i a  j u g u e r a  d e s a r r o l l a d a  h a s t a  esa época se v i  ó 
r á p i d a m e n t e  e s t i m u l a d a  p o r  l a  a p a r i c i ó n  de l  j u g o  c o n c e n t r a d o  
p r i n c i p a l m e n t e  d e b i d o  a l o s  p r o b le m a s  que a q u e l l a  e n c o n t r a b a  p a r a  l a  
c o l o c a c i ó n  d e l  j u g o  n a t u r a l ,  p o r  l o s  c r e c i e n t e s  vo lúm enes  de
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p r o d u c c i ó n  d i s p o n i b l e s  y por  l a  a p e r t u r a  del  mercado n o r t e a m e r i c a n o  
que impuso l a  r a d i c a c i ó n  de nuevas p l a n t a s  e s p e c i a l m e n t e  a p a r t i r  de 
1973.
La a c t i v i d a d  ha e v o l u c i o n a d o  r á p i d a m e n t e  y en l a  a c t u a l i d a d  
■funcionan más de 14 empresas que emplean a l r e d e d o r  de 1000 p e rs o n a s  
e n t r e  d i r e c t i v o s ,  p r o f e s i o n a l e s  y o p e r a r i o s  que e l a b o r a n  el  p r o d u c t o  
m o l i e n d o  más de l  30 7. de l a  p r o d u c c i ó n  t o t a l  de manzanas ( a l  que 
se l e  debe a g r e g a r  o t r o  p o r c e n t a j e  i g u a l  de l a  de p e r a s )  r e p r e s e n t a d o  
po r  f r u t a  no a p ta  p a r a  e l  consumo f r e s c o .  Además e x i s t e n  o t r a s  
t a n t a s  p l a n t a s  J u g u e r a s  que poseen s o la m e n te  e q u i p o s  de m o l ie n d a  y 
p r e n s a d o  d e b ie n d o  c o m p l e t a r  e l  p r o c e s a m i e n t o  de l o s  j u g o s  en 
f á b r i c a s  i n t e g r a d a s ,  es d e c i r  a q u e l l a s  que ta m b ié n  t i e n e n  
c a p a c i d a d  de a c o n d i c i o n a m i e n t o  y e v a p o r a c i ó n  ( B a s s i , E . , 1 9 8 3 ) .
Se puede d e c i r  que en l a  a c t u a l i d a d  a l r e d e d o r  del  60 7. de l a s  
manzanas p r o d u c i d a s  en A r g e n t i n a  se consumen en f r e s c o ,  ya sea en el 
mercado i n t e r n o  como en e l  e x t e r n o  en p r o p o r c i o n e s  e q u i v a l e n t e s .  El  40 
7. r e s t a n t e  se i n d u s t r i a l i z a  t a n t o  p a r a  j u g o s  en g e n e r a l  (30 7.) como 
p a r a  s i d r a  y o t r o s  d e r i v a d o s  e n t r e  l o s  que se i n c l u y e n  p u l p a s  
c o n c e n t r a d a s  o n o ,  m erm eladas,  c o n s e r v a s ,  c a l d o  p a r a  v i n a g r e  y 
d e s h i d r a t a d o s  (10  7í) . En l o  que a j u g o s  r e s p e c t a ,  el  95 "Á de l a  
p r o d u c c i ó n  se e x p o r t a  r e p r e s e n t a n d o  un i n g r e s o  de a l r e d e d o r  de 30 
m i l l o n e s  de d ó l a r e s  p a r a  1986 ( E l e n a ,  M .A .  y J o r g e ,  J . M . ,  1 9 8 6 ) ,  y 
de más de 50 m i l l o n e s  p a r a  e l  afro 1987 d e b id o  a l a  e x c e p c i o n a l  
c o s e c h a  o b t e n i d a  (más de 1 m i l l ó n  de t o n ) .
E x i s t e n  v a r i o s  t i p o s  de j u g o  de manzana,  a s a b e r :  n a t u r a l , 
o p a l e s c e n t e ,  c l a r i f i c a d o  y c o n c e n t r a d o ,  que d i f i e r e n  e n t r e  s i  por 
d e t a l l e s  de p r o c e s o ,  a d i t i v o s  u o t r a s  r a z o n e s  (Grampp,  E . G . ,  1 9 8 1 ) .  
P a ra  su e l a b o r a c i ó n ,  l a  f r u t a  es l a v a d a  y m o l i d a  y l u e g o  se puede 
h a c e r  un p r e t r a t a m i e n t o  e n z i m á t i c o  denominado m a c e r a d ó n  con el  
o b j e t o  de aumentar  l a  e x t r a c c i ó n  de j u g o .  P a ra  e l l o  se emplean 
p r e p a r a d o s  c o m e r c i a l e s  que c o n t i e n e n  m e z c la s  de p e c t i n a s a s  y c e l u l a s a s  
(Rom bouts,  F . M .  and P i l n i k ,  W . , 1 9 7 8 ) .  E l  p r e n s a d o  es  una o p e r a c i ó n  
de g r a n  i m p o r t a n c i a  pues su r e n d i m i e n t o  e j e r c e  g r a n  i n f l u e n c i a  en el
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c o s t o  de l  p r o d u c t o .  La p r e n s a s  más t r a d i c i o n a l e s  y que t o d a v í a  se 
emplean en l a s  s i d r e r a s  son l a s  de marcos con l a s  que se o b t i e n e  un 
r e n d i m i e n t o  de a l r e d e d o r  del  70 V. en j u g o  y un o r u j o  con a l t o  
c o n t e n i d o  en a z ú c a r e s .  O t r o  modelo más moderno es l a  Bucher— G uyer  
que es t i p o  p i s t ó n  y p r o d u c e  más j u g o  y o r u j o s  más p o b r e s .  Las  
p r e n s a s  más modernas son l a s  W ilm ess que son de bandas y pueden 
t r a b a j a r  en c o n t i n u o .  En e s t e  caso  e l  o r u j o  puede s e r  l a v a d o  y 
r e p r e n s a d o  p a r a  aumentar  l a  c a n t i d a d  t o t a l  de a z ú c a r e s  e x t r a í d o s .
E l  j u g o  r e c i é n  o b t e n i d o  es a m b a r i n o ,  v i s c o s o  y con s ó l i d o s  en 
s u s p e n s i ó n .  P ara  su c l a r i f i c a c i ó n  e x i s t e n  t r e s  métodos 
c l á s i c o s *  c a l e n t a m i e n t o  f l a s h ,  a d i c i ó n  de g e l a t i n a  y t a n i n o  y 
a g re g a d o  de b e n t o n i t a  < R iv a s ,  J .  y V i t o r i a ,  J . ,  1 9 4 1 ) .  Una t é c n i c a
más moderna se basa en e l  empleo de p e c t i n a s a s  p a r a  h i d r o l i z a r  l o s  
c o l o i d e s  en s u s p e n s i ó n  con l o  que se p r e c i p i t a  p a r t e  de l o s  
s ó l i d o s  y se s o l u b i l i z a  e l  r e s t o .
Como a l t e r n a t i v a  del  t r a t a m i e n t o  e n z i m á t i c o  se han d e s a r r o l l a d o  
ú l t i m a m e n t e  métodos de u l t r a f i l t r a c i ó n  en l o s  c u a l e s  el  c o s t o  
de l  p r o c e s o  es menor al a n t e r i o r .  S i n  embargo,  l a  i n v e r s i ó n  i n i c i a l  
en e q u i p o s  hace que h a s t a  e l  p r e s e n t e  e s t a  m e t o d o l o g í a  se haya 
d i f u n d i d o  en poca medida (M e u re n s ,  M . , 1 9 7 9 ) .
1 . 4 .  EL ORUJO DE MANZANA
1 . 4 . 1 .  P r o d u c c i ó n  del  o r u j o  de manzana.
El  o r u j o  de manzana r e s u l t a  un s e r i o  pro b le m a  económ ico p a ra  
l a s  p l a n t a s  de j u g o .  Por  cada 100 Kg de f r u t a  m o l i d a  se o b t i e n e n  
según e l  t i p o  de p r e n s a d o  e n t r e  15 y 30 Kg de o r u j o .  E s t a  c a n t i d a d  
ta m b ié n  depende de 1 a época de l  arto de que se t r a t e  ya que al 
i n i c i o  de l a  t e m p o ra d a ,  y d e b id o  a l a  a b u n d a n c ia  de manzanas y su b a j o  
c o s t o ,  l a s  em presas j u g u e r a s  p r e f i e r e n  r e d u c i r  l o s  t ie m p o s  de p re n s a d o  
con l a  c o n s i g u i e n t e  d i s m i n u c i ó n  en el r e n d i m i e n t o  de l  p r o c e s o  y 
aumento en l a  c a n t i d a d  de o r u j o  p r o d u c i d o .  A medida que ava n za  el  
ab o ,  l a  c a n t i d a d  de manzanas va d i s m in u y e n d o  y su c o s t o  se va
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i n c r e m e n t a n d o  po r  l o  que es económ icam ente c o n v e n i e n t e  aumentar l a  
e f i c i e n c i a  de l o e  p r e n s a d o s  y ael  l a  c a n t i d a d  de o r u j o  p r o d u c i d a  es 
menor.  A p a r t i r  de l o e  meses de j u l i o  o a g o s to  se com ienza a p r o c e s a r  
manzanas c o n s e r v a d a s  en cámaras f r i g o r í f i c a s  que t i e n e n  un c o s t o  
t o d a v í a  mayor a l a s  a n t e r i o r e s .  E s t o  hace que l a  e f i c i e n c i a  del  
p r o c e s o  de e x t r a c c i ó n  del  j u g o  l l e g u e  a l  máximo p o s i b l e  y a un 
m ínim o l a  p r o d u c c i ó n  de o r u j o .
C o n s e c u e n c ia  de l o  a n t e r i o r  es que l a s  c a n t i d a d e s  de o r u j o  que 
l a s  empresas j u g u e r a s  deben e l i m i n a r  van d i s m in u y e n d o  a l o  l a r g o  del 
afro. P a ra  e l l o  se c o n t r a t a n  s e r v i c i o s  de cam io nes que en l a  época 
de mayor a c t i v i d a d  de l a s  p l a n t a s  t r a b a j a n  permanentemente 
t r a n s p o r t a n d o  e l  o r u j o  a l u g a r e s  a l e j a d o s  de l a s  c iu d a d e s  ( l o  que se 
l l a m a  r e g i o n a l  mente " l a  b a r d a " ,  o sea donde t e r m i n a  e l  v a l l e  del r i o  
N e g ro  y em pie za  l a  zona d e s é r t i c a )  con un c o n s i g u i e n t e  c o s t o  de 
f l e t e .  Debe t e n e r s e  en c u e n t a  que en afros n o rm a le s  de p r o d u c c i ó n  
se e l i m i n a n  a l r e d e d o r  de 1 0 0 .0 0 0  to n  de e s t e  r e s i d u o ,  c a n t i d a d  por  
demás i n t e r e s a n t e  como p a r a  e s t u d i a r  su a p r o v e c h a m i e n t o .
En v i r t u d  de e l l o  es que l o s  i n d u s t r i a l e s  j u g u e r o s  han b u s ca d o ,  
h a s t a  a h o ra  de manera i n f r u c t u o s a ,  maneras a l t e r n a t i v a s  de 
e l i m i n a c i ó n  d e l  o r u j o  que puedan s o l v e n t a r  e l  mencionado g a s t o .  Por 
o t r a  p a r t e ,  l o s  p ro b le m a s  e c o l ó g i c o s  que e s t a s  g ra n d e s  c a n t i d a d e s  de 
r e s i d u o s  o r g á n i c o s  p ro d u c e n  s o b r e  e l  medio am b ie n te  son o t r o  f a c t o r  
a t e n e r  en c u e n t a  al  p l a n t e a r s e  l a  n e c e s id a d  de su a p r o v e c h a m i e n t o ,  ya 
que a c t ú a n  como f o c o s  de p r o l i f e r a c i ó n  de i n s e c t o s  p e r j u d i c i a l e s  
p a r a  l a  a c t i v i d a d  f r u t i c o l a  y e l  b i e n e s t a r  de l a  p o b l a c i ó n  en 
g e n e r a l .
1 . 4 . 2 .  A p r o v e c h a m i e n t o  de l  o r u j o  de manzana.
Una de l a s  p r i m e r a s  a l t e r n a t i v a s  p a r a  e l  uso del  o r u j o  de manzana 
f u e  su empleo como abono de l a s  mismas t i e r r a s  p r o d u c t o r a s  de 1 a f r u t a  
<Delorme,  J . M . ,  1 9 4 9 ) .  S i n  embargo e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  en e l  A l t o  
V a l l e  d e m o s t r a r o n  que se p r o d u c í a  una e x c e s i v a  a c i d i f i c a c i ó n  de 
l o s  s u e l o s  d e b i d o  a l a  p r o p i a  a c i d e z  de l  o r u j o  y ta m b ié n  a l a
15
f o r m a c i ó n  de A c i d o *  o r g á n i c o s  po r  f e r m e n t a c i ó n ,  t o d o  l o  cual
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h a c i a  n e c e s a r i o  e l  a g re g a d o  de m i n e r a l e s  c a l c á r e o s  a l  t e r r e n o  con 
e l  c o n s i g u i e n t e  i n c r e m e n t o  en 1 a s a l i n i d a d  de l o s  s u e l o s ,  l l e g a n d o  en 
a l g u n o s  c a s o s  a n i v e l e s  n o c i v o s  p a r a  l o s  á r b o l e s  f r u t a l e s .
O t r a  de l a s  p o s i b i l i d a d e s  es su empleo como componente de l a  
d i e t a  de a n i m a l e s ,  p a r t i c u l á r m e n t e  de v a cu n o s  c r i a d o s  a c o r r a l , ya sea 
f r e s c o ,  p r e v i o  e n s i l a d o  o b i e n  seco como i n g r e d i e n t e  de a l i m e n t o s  
b a l a n c e a d o s .  En e l  p r i m e r  caso  e l  o r u j o  es c o l o c a d o  en l o s  comederos 
donde al  poco t ie m p o  se p r o d u c e  una f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  
p e r c e p t i b l e  p o r  e l  aroma a e t a n o l  que además a f e c t a  a l o s  a n i m a l e s ,  
no p u d i é n d o  s o b r e p a s a r  de c i e r t o  l i m i t e  l a  i n g e s t a  d i a r i a .  E s t a  
p r á c t i c a  se r e a l i z a  a c t u a l m e n t e  en un e s t a b l e c i m i e n t o  de l a  
p r o v i n c i a  de Mendoza donde se en g o rd a n  n o v i l l o s  con r e g u l a r e s  
r e s u l t a d o s  ya que es n e c e s a r i o  s u p l e m e n t a r  l a  d i e t a  con o t r o s  
n u t r i e n t e s  f u n d a m e n ta lm e n te  p r o t e i c o s .  Además, e l  p e r i o d o  de 
a l i m e n t a c i ó n  no debe s u p e r a r  c i e r t o  t ie m p o  d e b id o  a l a  a p a r i c i ó n  
de p r o b l e m a s  de h e p a t o t o x i c i d a d  de l  e t a n o l  en l o s  a n i m a l e s .
En e l  caso  de l  e n s i l a d o  se c o l o c a  al o r u j o  en g r a n d e s  p i l e t o n e s  
de cemento al  a i r e  l i b r e  a d i c i o n a d o  o no de s a l ,  u r e a  u o t r o s  
m a t e r i a l e s  o r g á n i c o s  y  se l o  d e j a  f e r m e n t a r  l i b r e m e n t e  h a s t a  que 
cesa e l  d e s p r e n d i m i e n t o  de c a l o r .  La p r o p i a  c a r g a  m i c r o b i a n a  
m e t a b o l i z a  l o s  a z ú c a r e s  l i b r e s  o r i g i n a n d o  una s e r i e  de d i s t i n t o s  
p r o d u c t o s  e n t r e  l o s  c u a l e s  l o s  más i m p o r t a n t e s  son á c i d o  l á c t i c o  
y e t a n o l  ( T o y o k a w a ,  K. y c o l . ,  1 9 6 4 ) .  Al  p r o d u c t o  o b t e n i d o ,  que d e b id o  
a su l r b a j o  pH se c o n s e r v a  b i e n ,  se l o  m e z c la  con a l g ú n  m a t e r i a l  
c e l u l ó s i c o  ( p a s t o  s e c o )  y un s u p le m e n t o  ( h a r i n a  de c a r n e  o pes ca do )  
p a r a  aum entar  e l  c o n t e n i d o  p r o t e i c o .  E s t e  t i p o  de a p r o v e c h a m i e n t o  l o  
e s t á  r e a l i z a n d o  p a r a  e l  e n g o rd e  de n o v i l l o s  l a  empresa j u g u e r a  
ORFIVA u b i c a d a  en l a  c i u d a d  de P l o t i e r ,  p r o v i n c i a  de Neuquén,  h a s t a  
e l  p r e s e n t e  con buenos r e s u l t a d o s .
En c u a n t o  a l a  t e r c e r a  p o s i b i l i d a d ,  l a  f i r m a  M a r i - M a r i  8 . A.  
e s t á  i n s t a l a n d o  un s e c a d e r o  de o r u j o  en e l  p a r q u e  i n d u s t r i a l  de l a  
c i u d a d  de C i p o l l e t i ,  p r o v i n c i a  de R i o  N e g r o ,  e l  c u a l  va  a a b a s t e c e r
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a una p l a n t a  de a l i m e n t o s  b a la n c e a d o s  p a r a  v a c u n o s .  En su 
- f o r m u la c ió n  se deben i n c l u i r  o t r o s  componentes n e c e s a r i o s  en l a s  
d i e t a s  de l o s  a n i m a l e s ,  fu n d a m e n ta lm e n te  p a r a  aumentar e l  c o n t e n i d o  
p r o t e i  co .
Como se v e ,  e l  b a j o  c o n t e n i d o  p r o t e i c o  de l  o r u j o  de manzana es un 
i n c o n v e n i e n t e  p a r a  su uso d i r e c t o  en a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l ,  hecho e s t e  
ya d e s c r i p t o  en b i b l i o g r a f í a  (H cinem an n,  W.W. , 1 9 8 4 ) .  Por  o t r a  
p a r t e ,  se ha d e s c r i p t o  e l  r i e s g o  que s i g n i f i c a  su i n c l u s i ó n  en 
d i e t a s  de a n i m a l e s  d e s t i n a d o s  a l a  p r o d u c c i ó n  de c a r n e  o l e c h e  
d e b i d o  a l a  p o s i b i l i d a d  de c o n t e n e r  r e s t o s  de s u s t a n c i a s  q u í m i c a s  
em pleadas en s a n id a d  v e g e t a l  que s e r i a n  acum uladas en su o rg a n is m o  y 
t r a n s m i t i d a s  a l a  l e c h e  (Rumsey, T . S .  y c o l . ,  1977| W i l s o n ,  L . L .  y 
c o l . ,  1 9 7 1 ) .  Ademés, se han m encionado p ro b le m a s  en v a c a s  g e s t a n t e s  
a l i m e n t a d a s  con o r u j o  ya que l o s  t e r n e r o s  pueden n a c e r  con 
m a l f o r m a c i o n e s  ó seas  o m u e rto s  en una p r o p o r c i ó n  mayor a l a  
n o r m a l ,  p r e s u m ié n d o s e  que e s t e  p ro b le m a  d e r i v a  de l a  p r e s e n c i a  
r e s i d u a l  de p e s t i c i d a s  ( B o v a r d ,  K . P .  y  c o l . ,  1 9 7 7 ) .
Tam bién se han hecho o t r o s  e s t u d i o s  n u t r i c i o n a l  es empleando 
o r u j o  en d i e t a s  de d i s t i n t o s  a n i m a l e s  t a l e s  como c o n e j o s  ( S c h u r g ,  W.A. 
y c o l . ,  1 9 8 0 ) ,  c e r d o s  (N ajm an,  L .  y  c o l . ,  1 9 8 1 ) ,  c a b a l l o s  ( W o l t e r ,  R. 
y c o l - ,  1980) y o v e j a s  (Rumsey, T . S V. and L i n d a h l ,  I . L . ,  1982) con 
r e s u l t a d o s  v a r i a b l e s .
O t r a  a l t e r n a t i v a  de a p r o v e c h a m i e n t o  es su empleo como c o m b u s t i b l e  
en l a s  mismas p l a n t a s  j u g u e r a s  que de po r  s i  consumen g r a n  c a n t i d a d  
de e n e r g í a  f u n d a m e n ta lm e n te  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de v a p o r .  E l  hecho 
de que l a  c a n t i d a d  de c a l o r  l i b e r a d o  d u r a n t e  su c o m b u s t ió n  sea mayor 
al  n e c e s a r i o  p a r a  su secado h a r i a  supo ne r  l a  f a c t i b i l i d a d  t é c n i c a  
de l  p r o c e s o  ( S a r g e n t ,  6 . A.  y c o l . ,  1982| Masón, N . B .  y c o l . ,  1 9 8 5 ) .
Un e s t u d i o  eco n ó m ico  r e a l i z a d o  en una p l a n t a  j u g u e r a  de E E .U U .  
m u e s tra  que e l  c o s t o  de l  t r a n s p o r t e  d e l  r e s i d u o  h a s t a  e l  l u g a r  de 
d i s p o s i c i ó n  f i n a l  es mayor que l a  a m o r t i z a c i ó n  de l o s  g a s t o s  de 
l a s  i n s t a l a c i o n e s  n e c e s a r i a s  p a r a  u t i l i z a r  a l  o r u j o  como c o m b u s t i b l e ,  
l o  c u a l  se l o g r a  en un p l a z o  de 5 años ( S a r g e n t ,  S . A .  y c o l . ,  1 9 8 6 ) .
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Uno de l o s  usos c l á s i c o s  de o r u j o  de manzana es su empleo en l a  
e l a b o r a c i ó n  de p e c t i n a s  ( G l i c k s m a n ,  M. , 1 9 6 9 ) .  La p e c t i n a  de manzana 
a l c a n z ó  n i v e l e s  de p r o d u c c i ó n  i m p o r t a n t e s  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  m ita d  
del  s i g l o ,  p a r a  l u e g o  s e r  d e s p l a z a d a  por  l a  p e c t i n a  de o r i g e n  
c í t r i c o  fu n d a m e n ta lm e n te  en l o s  E E . U U .  De una p r o d u c c i ó n  anual  de 
p e c t i n a *  e s t i m a d a  en 1 0 . 0 0 0  t o n ,  más del  60 7. es de o r i g e n  c í t r i c o  
p r i n c i p a l m e n t e  de n a r a n j a s ,  cuyo  o r u j o  p r á c t i c a m e n t e  d u p l i c a  en 
c o n t e n i d o  de p e c t i n a  al  de manzana. En n u e s t r o  p a í s  no e x i s t e n  
p l a n t a s  e l  a b o r a d o r a s  de p e c t i n a  de manzana p o r  r a z o n e s  d e s c o n o c i d a s  
< R iq ue,  T .  y  C a r r a z z o n i , N. , 1 9 6 0 ) .  S i n  embargo,  un e s t u d i o  dem ostró  
l a  f a c t i b i l i d a d  t é c n i c a  y económ ica p a r a  l a  i n s t a l a c i ó n  de una 
f á b r i c a  de o b t e n c i ó n  de p e c t i n a  a p a r t i r  de o r u j o  de manzana s o b re  
l a  base de una c o l o c a c i ó n  del  p r o d u c t o  en e l  mercado n a c i o n a l  
s u p e r i o r  a 4 0 . 0 0 0  Kg a n u a l e s  ( J a n e i r o  B o s c h ,  H . , 1 9 7 9 ) .
Por o t r a  p a r t e ,  e x i s t e  l a  p o s i b i l i d a d  de e x p o r t a r  o r u j o  secado 
p a r a  l a  e x t r a c c i ó n  de p e c t i n a s  ya que l o s  g r a n d e s  f a b r i c a n t e s  
e u r o p e o s  aco stu m b ra n  a i m p o r t a r  e s t a  m a t e r i a  p r i m a  de d i s t i n t o s  
l u g a r e s  de l  mundo.
Tam bién  se ha d e s c r i p t o  e l  empleo de l a  h a r i n a  del  o r u j o  de 
manzana secado en p r o d u c t o s  de p a n a d e r í a  y c o n f i t e r í a  de uso 
humano ( K a z a k o v ,  A . L .  y c o l . ,  1 9 8 0 ) .  Se d e s t a c a  l a  p r e s e n c i a  de 
v i t a m i n a s  y f l a v o n o i d e s  con p r o p i e d a d e s  a n t i a r t e r i o e s c l e r ó t i c a s  que 
h a r í a n  r e c o m e n d a b le  e s t a  p r á c t i c a .  O t r o  a s p e c t o  d e n t r o  del  campo 
de l a  n u t r i c i ó n  humana es e l  uso de l  o r u j o  seco  como e le m e n to  p a ra  
d a r  volumen en p r e p a r a d o s  c o m e r c i a l e s  d i e t é t i c o s ,  p a r a  l o  c u a l  se 
re c o m i e n d a  una e x t r a c c i ó n  p r e v i a  de l o s  p o l i  f e n o l  es p r e s e n t e s  d e b id o  
a s u s  e f e c t o s  i n d e s e a b l e s  ( D r e y e r ,  J . J .  and van d e r  W a l t ,  W . H . ,  1 9 7 9 ) .  
H a b r í a  que c o n s i d e r a r  que e s t o  ú l t i m o  e s t á  c o n d i c i o n a d o  p o r  l a  
m encionada p r e s e n c i a  de r e s t o s  de p e s t i c i d a s  en e l  o r u j o .
Un a n t i g u o  uso de l  o r u j o  de manzana es su empleo como cebo p a r a  
i n s e c t o s  d e b i d o  a l a  n a t u r a l  a t r a c c i ó n  que e j e r c e  s o b r e  e l l o s .  P ara  
t a l  f i n ,  se l o  m e z c la  con i n s e c t i c i d a s  a p r o p i a d o s  y se l o  e s p a r c e  
c e r c a  de l a s  p l a n t a c i o n e s  de f r u t a l e s .  Poca es l a  i n f o r m a c i ó n
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t é c n i c a  d i s p o n i b l e  al  r e s p e c t o  (Smock, R.f l .  and N e u b e r t ,  A.M.  ,
1 9 5 0 ) .
F i n a l m e n t e ,  r e s t a n  l o s  p r o c e s o s  b i o t e c n o l ó g i e o s  de 
a p r o v e c h a m i e n t o  d e l  o r u j o  de manzana, que ya han s i d o  mencionados en 
l a  I n t r o d u c c i ó n  de e s t e  t r a b a j o .
1 . 4 . 3 .  C o m p o s ic ió n  de l  o r u j o  de manzana.
l io r - f o l ó g i c a m e n t e ,  e l  o r u j o  de manzana e s t á  c o n s t i t u i d o  por 
t r e s  e l e m e n t o s  e s t r u c t u r a l  es d i s t i n t o s ,  a s a b e n  c á s c a r a  < e p i c a r p i o )
3 a 7 X, p u l p a  ( m e s o c a r p i o )  92 a 97 7. y s e m i l l a s  con menos del  1 
Lo s  p r i n c i p a l e s  componentes de l a s  c é l u l a s  p o l i g o n a l e s  del  e p i c a r p i o  
son e s e n c i a s ,  p i g m e n t o s ,  t a n i n o s  y c e r a s  de l a  c u t í c u l a  que r e c u b r e  
l a  f r u t a .  La p u l p a  e s t á  fo rm ada p o r  e l e m e n to s  c e l u l ó s i c o s  y 
l i g n i f i c a d o s  (2 a 3 7.) y p o r  un l i q u i d o  que c o n t i e n e  a z ú c a r e s ,  
a l m i d ó n ,  s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s ,  m i n e r a l e s ,  e t c .  L a s  s e m i l l a s  
poseen a l r e d e d o r  de l  25 7. de 11 p i d o s  y un 40 7. de l a s  c e n i z a s  
c o r r e s p o n d e n  a d e r i v a d o s  del  f ó s f o r o  u n i d o  p r i n c i p a l m e n t e  a 
s u s t a n c i a s  o r g á n i c a s .  También e x i s t e  un 20 7. de s u s & n c ia s  
n i t r o g e n a d a s  ( L e r o y ,  A .M. and Z e l t e r ,  S . Z . ,  1 9 5 4 ) .
Ya se ha m encionado e l  hecho de l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e  l a  
época de p r o c e s a m i e n t o  de 1 a manzana s o b r e  l a  c o m p o s ic ió n  del 
o r u j o  d e b i d o  a l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  del  p re n s a d o  em pleado.  Por o t r a  
p a r t e ,  l a  c o m p o s i c i ó n  q u í m i c a  de o r u j o  va  v a r i a n d o  a l o  l a r g o  del  
afro d e b i d o  a que d u r a n t e  su c o n s e r v a c i ó n ,  ya sea en c o n d i c i o n e s  
a m b i e n t a l e s  o b i e n  en cám aras de a t m ó s f e r a  c o n t r o l a d a ,  se va 
p r o d u c i e n d o  una p r o g r e s i v a  d e g r a d a c i ó n  de l a  p r o t o p e c t i n a  que form a 
p a r t e  de l  cemento  i n t r a c e l u l a r  de l a  manzana con e l  c o n s i g u i e n t e  
aumento en l a  c a n t i d a d  de p e c t i n a  s o l u b l e .  E s t a  ú l t i m a  pasa al  j u g o  
d u r a n t e  e l  p r o c e s o  de p r e n s a d o  p o r  l o  que e l  o r u j o  o b t e n i d o  t i e n e  un 
menor c o n t e n i d o  de s u s t a n c i a s  p é c t i c a s .  Además l o s  a z ú c a r e s  de 
l a  f r u t a  van d i s m in u y e n d o  p r o g r e s i v a m e n t e  d u r a n t e  e l  a lm acenam ien to  a 
c o n s e c u e n c i a  de l a  r e s p i r a c i ó n  c e l u l a r ,  con l o  que se p ro d u c e n  
o r u j o s  más p o b r e s .
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E s t o s  dos f a c t o r e s ,  uno t e c n o l ó g i c o  como es el  t i p o  de 
p r o c e s a m i e n t o  de l a  f r u t a  y o t r o  b i o l ó g i c o  como es l a  e v o l u c i ó n  en 
el  t ie m p o  de a lm a c e n a m ie n to ,  sumados a su vez a l a s  d i s t i n t a s  
v a r i e d a d e s  de manzanas u t i l i z a d a s  en l a  e l a b o r a c i ó n  del j u g o ,  hacen 
que en l a  p r á c t i c a  se e n c u e n t r e n  o r u j o s  de muy d i s t i n t a s  
c a r a c t e r  í s t  i c a s .
P ara  l a  r e a l i z a c i ó n  de n u e s t r o s  e s t u d i o s  se em plearon 6 t i p o s  
d i s t i n t o s  de o r u j o  cuya c o m p o s i c i ó n  q u i m i c a ,  v a r i e d a d  de l a  
manzana que l e  di ó o r i g e n  y mes de p r o c e s a m i e n t o  se m uestran en l a
T a b l a  1 . 2 .
Las t é c n i c a s  a n a l í t i c a s  em pleadas en l a  d e t e r m i n a c i ó n  de 
l a s  c o m p o s i c i o n e s  q u í m i c a s  se d e t a l l a n  en l o s  Í t e m s  c o r r e s p o n d í  e n te s  
a m a t e r i a l e s  y métodos de l o s  c a p í t u l o s  2 y 4 .
T a b l a  1 . 2 . :  C o m p o s ic ió n  y o r i g e n  de l o s  o r u j o s  de manzana.
T I P O  DE ORUJO 1 2 3b 4a 4b
0/Humedad /o 8 0 , 5 8 5 , 2 83, 1 8 9 , 0 8 0 , 6 9 0 , 5
F i b r a  c r u d a  °/o 3 , 9 0 2 , 6 3 1, 96 2 , 1 3 3 , 9 7 2, 81
0/L í p i d o s  c r u d o s  /o 1, 10 1 , 50 1, 38 1, 58 0,  B0 1, 20
0/P r o t e í n a  c r u d a  /o 0 , 7 0 0 , 4 5 0 , 3 8 0 , 4 4 0 , 3 5 0 , 3 9
0/A z ú c a r e s  s o l u b l e s  * /o 8 , 7 3 , 7 9 ,1 2 ,1 9 ,1 1 ,4
0/S u s t a n c i a s  p é c t i c a s  ¡q - 1, 80 1, 20 1, 20 1, 30 0 , 8 6
0/C e n i z a s  Jo 0 , 4 0 0 , 2 5 0 , 2 9 0, 21 0 , 2 7 0 , 2 4
pH 4 , 1 4 ,1 4 ,1 4 ,1 3 , 3 3 , 3
V a r i e d a d  de manzana R . D . R . D . R .D . R .D . G . S . G . S .
Mes de p r o c e s a m i e n t o A b r i l A b r i l Novi em. Novi em. A b r i l A b r i l
* En t o d o s  l o s  ca s o s  se e n c o n t r ó a p r o x i  madamente un 67 !/. de
f r u c t o s a ,  23 7. de g l u c o s a  y 10 7. de s a c a r o s a .
R . D . b Red D e l i c i o u s .  G . S . i  G ranny  S m i t h .
Debe m e n c io n a r s e  que e l  o r u j o  t i p o  1 p r o v i e n e  de una p l a n t a  
p r o d u c t o r a  de s i d r a ,  donde no rm alm ente  l a s  manzanas son e x p r i m i d a s  con
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una prenma de m arcos y e l  o r u j o  no e s l a v a d o  con agua n i  r e e x p r i m i d o ,  
p u e s t o  que s i  b i e n  de e s t a  manera Be aumenta l a  c a n t i d a d  t o t a l  de 
a z ú c a r e s  e x t r a í d o s  ta m b ié n  s e d i l u y e  a l  j u g o ,  o b t e n i é n d o s e  una 
s i d r a  de menor g r a d u a c i ó n  a l c o h ó l i c a .  Además, e l  p r o c e s a m ie n t o
f r u t a  se r e a l i z ó  en e l  mes de a b r i l  , p o r  l o  t a n t o  l a s manzanas 
empleada® t e n í a n  apenas d í a s de c o s e c h a d a s .  C o n s i d e r a n d o  que un 
o r u j o  r i c o  en a z ú c a r e s  como e s t e  p o d r í a  s e r  l a  m a t e r i a  p r i m a  más 
adecuada p a r a  un e n r i q u e c i m i e n t o  p r o t e i c o ,  se l o  empleó p a r a  t a l  f i n  
( c a p í t u l o  2 ) .
Los demás o r u j o s p r o v i e n e n  de una p l a n t a  e l  a b o r a d o r a  de ju g o  
c o n c e n t r a d o  donde h a b i t u a l m e n t e  e l  o r u j o  es s o m e t id o  a t r e s  p re n s a d o s  
en e q u i p o s  M i l i  mes ( p r e n s a s de ba ndas)  y do s l a v a d o s  con agua a n t e s  de 
s e r  e l i m i n a d o  d e b i d o  a que e l  j u g o  o b t e n i d o  es l u e g o  c o n c e n t r a d o  en 
l o s  e v a p o r a d o r e s .  De e s t a  manera,  l o s  o r u j o s  2 ,  3b y 4b se pueden 
c o n s i d e r a r  como t í p i c o s  de e s t e  t i p o  de i n d u s t r i a .  La d i f e r e n c i a  
e n t r e  e l l o s e s t r i b a  en e l  hecho de p r o v e n i r  de l a s  dos v a r i e d a d e s  de 
manzanas más empleadas p a r a  l a  e l a b o r a c i ó n  de j u g o s ,  o b i e n  de 
d i s t i n t a s  é p o c a s de p r o c e s a m i e n t o .  E s t a  e l e c c i ó n  se fundamenta en 
e l  i n t e r é s  de e s t u d i a r  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  de 
o r u j o  que se puedan e n c o n t r a r  a l o  l a r g o  del  arto en l o s  p r o c e s o s  
f e r m e n t a t i v o s  a d e s a r r o l l a r .
E s t o s  o r u j o s  poseen una c o m p o s i c ió n  q u í m i c a ,  en l o  que 
r e s p e c t a  a a z ú c a r e s  y s u s t a n c i a s  p é c t i c a s ,  s i m i l a r  a l a s  
e n c o n t r a d a s  en l a  b i b l i o g r a f í a  de p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s  en 
medios l í q u i d o s .  Por  t a l  m o t i v o  se l o s  s e l e c c i o n ó  p a ra  t a l  f i n  
( c a p í  t u l  o 4 ) .
L o s  o r u j o s  3a y 4a t i e n e n  e l  mismo o r i g e n  que l o s  3b y 4b 
r e s p e c t i v a m e n t e ,  con l a  d i f e r e n c i a  que f u e r o n  o b t e n i d o s  después del 
p r i m e r  p r e n s a d o  de l a s  manzanas,  o sea que no f u e r o n  s o m e t id o s  a 
l a v a d o s .  Su e l e c c i ó n  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s  se 
fundam enta  en el  hecho de e n s a y a r  una m a t e r i a  p r i m a  que se puede 
c o n s i d e r a r ,  a l o s  e f e c t o s  p r á c t i c o s ,  como p r o v e n i e n t e  de una p l a n t a  
s i d r e r a  aunque en r e a l i d a d  no l o  e r a ,  p e r o  o b t e n i d a  e l  arto s i g u i e n t e
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®1 de l  o r u j o  1 , y ta m b ié n  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  que un menor p re n s a d o ,  
y p o r  c o n s i g u i e n t e  una d i s t i n t a  c o m p o s i c i ó n ,  t e n i a  s o b r e  l o s  
r e s u l t a d o s  de l a s  e x p e r i e n c i a s .
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C A P IY U L O  " :  E N R IQ U E C IM IE N N T O  PROT E IC O  DEL ORUJO DE MANZANA
2 . 1 . INTRODUCCION.
Según l a  FAO,  d u r a n t e  l a s  d o »  ú l t i m a »  d é c a d a s ,  l a  
p r o d u c c i ó n  de a l i m e n t o s  t a n t o  a n i v e l  m undial  como r e g i o n a l  fu e  
mayor que e l  aumento de l a  p o b l a c i ó n ,  p e r o  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  ambas 
se ha e s t r e c h a d o  ( N i c o l , B . , 1 9 7 4 ) .  E s t o  i n d i c a  que l a  t a s a  de 
p r o d u c c i ó n  anual  de a l i m e n t o s  es i n f e r i o r  que 1 a de c r e c i m i e n t o  
p o b l a c i o n a l ,  con l o  c u a l  a l  c o r r e r  d e l  t i e m p o ,  de no r e v e r t i r s e  e s t a  
t e n d e n c i a ,  se p r o d u c i r é  una v e r d a d e r a  d e f i c i e n c i a  a l i m e n t a r i a .
Por o t r a  p a r t e ,  d e n t r o  de l a  a l i m e n t a c i ó n  es b i e n  c o n o c i d o  el  
p a p e l  que ju e g a n  l a s  p r o t e í n a s ,  como a s i  ta m b ié n  l a  i m p o r t a n c i a  
que r e v i s t e  l a  c a l i d a d  ( v a l o r  b i o l ó g i c o )  de l a s  mismas.
Las f u e n t e s  de p r o t e í n a s  de o r i g e n  t r a d i c i o n a l  son l a s  
a p o r t a d a s  p o r  l a  a g r i c u l t u r a ,  g a n a d e r í a ,  a v i c u l t u r a  y p e s c a ,  es 
d e c i r ,  l a s  que se u t i l i z a n  a d i a r i o ,  s i e n d o  l o s  e je m p lo s  més 
r e p r e s e n t a t i  v o s  l a  c a r n e ,  l o s  h u e v o s ,  l o s  l á c t e o s  y l o s  c e r e a l e s .
D e n t r o  de l a s  f u e n t e s  p r o t e i c a s  no t r a d i c i o n a l e s  pueden 
m e n c io n a r s e  l a s  p r o v e n i e n t e s  de l a s  s e m i l l a s  de o l e a g i n o s a s  y 
c o n c e n t r a d o s  de sus  p r o t e í n a s  ( r e s i d u o s  de l a  i n d u s t r i a  a c e i t e r a  que 
u t i l i z a n  m a n í ,  germen de m a í z ,  c o l z a ,  na bo ,  sésamo, l i n o ,  e t c . ) ,  
l a s  l e g u m b r e s  ( s o j a ,  p o r o t o ,  a r v e j a ,  g a r b a n z o ,  hab a,  l u p i n o ,  e t c . ) ,  
l a s  h a r i n a s  de p e s c a d o s ,  l a s  a l g a s ,  e l  k r i l l ,  l o s  d i a l i z a d o s  de s u e ro  
de l e c h e ,  l a s  p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s ,  e t c .  Se e s t i m a  que e s t e  t i p o  
de f u e n t e s  p r o t e i c a s  e s t á  d e s t i n a d o  a o c u p a r  un l u g a r  p r e p o n d e r a n t e  
d e n t r o  de l a  a l i m e n t a c i ó n  m undial  d e b id o  a que l a s  t r a d i c i o n a l e s  
dependen en ú l t i m a  i n s t a n c i a  de t i e r r a s  a p t a s  p a r a  su p r o d u c c i ó n ,  
l a s  c u a l e s  i n e x o r a b l e m e n t e  t e n d r á n  un l i m i t e  y es aquí donde 
i n t e r v i e n e n  l a s  no t r a d i c i o n a l e s  ya que en a l g u n o s  c a s o s  no t i e n e n  una 
d e p e n d e n c ia  t a n  e s t r i c t a  en c u a n t o  a l  l u g a r  de p r o d u c c i ó n  
( V a l e n c i a n o ,  O . A . ,  1 9 8 0 ) .
D e n t r o  de l a s  f u e n t e s  p r o t e i c a s  no t r a d i c i o n a l e s ,  l a s  p r o t e í n a s
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u n i c e l u l a r e s  ocupan un e s p a c i o  i m p o r t a n t e .  6e l a s  puede d e - f i n i r  como 
t o d o  m i c r o o r g a n i s m o  ( b a c t e r i a s ,  a l g a s ,  hongos y l e v a d u r a s )  s u s c e p t i b l e  
de s e r  c u l t i v a d o  con f i n e s  a l i m e n t i c i o s ,  sea p a r a  humanos o a n im a l e s  
( M á t e l e s ,  R . I .  and Tennenbaum, S . R . ,  1 9 6 6 ) .
Los m i c r o o r g a n i s m o s  p r e s e n t a n  una s e r i e  de v e n t a j a s  d i g n a s  de 
m e n c io n a r s e  con r e s p e c t o  a su c a p a c i d a d  de p r o d u c i r  p r o t e í n a s  que,  
p o r  o t r a  p a r t e ,  han s i d o  a m p l ia m e n te  d i v u l g a d a s  en l a  b i b l i o g r a f í a  
del  tema.  P r e s e n t a n  en t é r m i n o  medio un c o n t e n i d o  p r o t e i c o  en base 
seca de e n t r e  e l  40 y 50 7., su o b t e n c i ó n  es i n d e p e n d i e n t e  de l a s  
c o n d i c i o n e s  c l i m á t i c a s ,  l a s  i n s t a l a c i o n e s  n e c e s a r i a s  p a r a  su 
p r o d u c c i ó n  r e q u i e r e n  po co  e s p a c i o ,  pueden u t i l i z a r  s u s t r a t o s  muy 
v a r i a d o s  y p r e s e n t a n  una g r a n  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o .  E s t e  ú l t i m o  
p u n t o  es i m p o r t a n t e  p o r q u e  supone una g r a n  v e n t a j a  con r e s p e c t o  a 1 as 
f u e n t e s  t r a d i c i o n a l e s .  Por  e j e m p l o ,  e l  t ie m p o  n e c e s a r i o  p a r a  d u p l i c a r  
e l  peso es de 20 a 120 m in u t o s  p a r a  b a c t e r i a s  y l e v a d u r a s ,  de 2 a 48
h o r a s  p a r a  hongos y a l g a s ,  1 a 2 semanas p a r a  p a s t u r a s  y a l g u n a s
p l a n t a s ,  2 a 4 semanas p a r a  p o l l o s ,  4 a 6 semanas p a ra  c e r d o s  y 1 a 2
meses p a r a  b o v i n o s  (Hum phrey,  A . E . , 1969)■ En c u a n t o  a l a
p r o d u c t i v i d a d ,  e x p r e s a d a  en kg de p r o t e í n a / d i a  p o r  cada 1000 kg de 
b i o m a s a ,  e l  ganado v acun o  p r e s e n t a  un v a l o r  de 1, l a  s o j a  en época 
de c r e c i m i e n t o  10, l a s  l e v a d u r a s  10a  y  l a s  b a c t e r i a s  1011 
( R i v i e r e ,  J . ,  1 9 7 7 ) .
Ya se ha m encionado l a  c a p a c i d a d  que p r e s e n t a n  l o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  de u t i l i z a r  s u s t r a t o s  de l o s  más v a r i a d o s  o r í g e n e s  
p a r a  su c r e c i m i e n t o .  En l a  T a b l a  2 . 1  se puede o b s e r v a r  l a  g r a n  
d i v e r s i d a d  de m a t e r i a l e s  empleados en medios de c u l t i v o  d e s t i n a d o s  a 
l a  p r o d u c c i ó n  de p r o t e í n a s  m i c r o b i a n a s  como a s i  tam bién  
a l g u n a s  de l a s  c a r á c t e r í s t i c a s  de l o s  mismos.
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T a b l a  2 . 1 i  V a r i e d a d  de s u s t r a t o s  p o t e n c i a l  mente e m p l e a d l e s  p a r a  l a  
p r o d u c c i ó n  de p r o t e í n a s  m i c r o b i a n a s  (a d a p ta d a  de Gaden, E . L . ,  
1 9 7 4 ) .
SUSTRATO D I S P O N IB IL ID A D
(1 )
PRETRATAMIENTO RENDIMIENTO OTRO USO 
(2 )
GLUCIDOS 
Melasass 
de cafra 
de re m o la c h a
a m p l i a ,  e s t a c i o n a l  
c o n c e n t r a d a , 
e s t a c i o n a l
s i m p l e
s i m p l e
0 , 2 5 - 0 , 3 0
0 , 2 7 - 0 , 3 3
E t a n o l
E t a n o l
S u e ro  de 
queso
l i m i t a d a ,  anual s i  mple 0 , 0 3 Al i m entación 
animal
L i  q u id o s  
s u l f  i t i c o s
c o n c e n t r a d a , 
anual
s i  mple 0 , 0 0 8 -
Resi dúos 
de papa
1 i m i t a d a ,  
e s t a c i  onal
s i m p l e  o 
n i n g u n o
- Al i m entaci ón 
ani mal
R e s i d u o s  de 
f r u t a s  y 
h o r t a l  i z a s
1 i mi t a d a , 
e s t a c i  onal
s i m p l e  o 
n i n g u n o
— Al i m entaci ón 
ani mal
A l m i d ó n  des 
g r a n o s  
mand i oca
a m p l i a ,  e s t a c i o n a l  
c o n c e n t r a d a
h i  d r ó l i  s i  s 
h i  d r ó l i  s i  s
0 , 5 - 0 , 6 Al i m entación
C e l u l o s a
madera c o n c e n t r a d a , 
anual
h i  d r ó l i  s i  s 0 , 0 3 Combusti b l e
ba ga zo c o n c e n t r a d a , 
e s t a c i o n a l
h i  d r ó l i  s i  s 0 , 1 - 0 , 3 Combust i b l e
m a r l o  de maíz 1 i mi t a d a , 
e s t a c i o n a l
h i  d r ó l i  s i  s 0 , 1 3 -
c á s c a r a s 1 i mi t a d a , 
e s t a c i  onal
hi  d r ó l i  s i  s - Al i m entación  
animal
r e s i  dúos 
u rb a n o s
c o n c e n t r a d a , 
anual
hi  d r ó l i  s i  s - -
ALCOHOLES
Metanol a m p l i a ,  anual n i n g u n o 0 , 2 5 - 0 , 5 I n d u s t r i  a 
qui mica
E t a n o l a m p l i a ,  anual n i n g u n o 0 , 6 - 0 , 7 C o m b u s t ib l e
P ro p a n o l l i m i t a d a ,  anual n i n g u n o 0 , 4 I n d u s t r i  a 
qui' mica
( 1 )  Am plias  d i s p o n i b l e  en a m p l i a s  z o n a s  en c a n t i d a d e s  p o t e n c i a l  mente 
u t i l i z a b l e s .  L i m i t a d a !  r e l a t i v a m e n t e  pequeffas c a n t i d a d e s .  
C o n c e n tr a d a s  r e l a t i v a m e n t e  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  d i s p o n i b l e s  en pocos
1 L ig a r e s .
( 2 )  E x p r e s a d o  como Kg de biomasa seca p o r  Kg de s u s t r a t o .  Pa ra  
m a t e r i a l e s  c e l u l ó s i c o s  se i n c l u y e  su c o n t e n i d o  de humedad.
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E b  d a b l e  o b s e r v a r  que en muchos de l o s  c a s o s  mencionados l o s  
s u s t r a t o s  son r e s i d u o s  i n d u s t r i a l e s  de l o s  más v a r i a d o s  o r í g e n e s  
que c o n s t i t u y e n  e l e m e n to s  c o n t a m i n a n t e s  del  medio am b ie n te  s i  no son 
s o m e t id o s  a t r a t a m i e n t o s  de d e p u r a c i ó n  a n t e s  de su d i s p o s i c i ó n  
f i n a l .  Es  a s i  que como a l t e r n a t i v a  a e s t o  ú l t i m o ,  l a  p r o d u c c i ó n  
de biomasa con f i n e s  a l i m e n t i c i o s  puede c o n s t i t u i r  una i n t e r e s a n t e  
o p c i ó n  y l l e g a r  a s e r  económ icam ente  a c e p t a b l e .  S i n  embargo,  en l a  
f o r m u l a c i ó n  de l o s  a l i m e n t o s  b a la n c e a d o s  d e s t i n a d o s  a a n im a l e s  se 
i n c l u y e  no rm a lm e n te  h a r i n a  de soya como p r i n c i p a l  componente p r o t e i c o ,  
p o r  l o  que n e c e s a r i a m e n t e  una biomasa m i c r o b i a n a  d e s t i n a d a  a t a l  f i n  
debe s e r  de menor c o s t o  que e s t e  p r o d u c t o .
E l  caso  p a r t i c u l a r  d e l  o r u j o  de manzana es un e j e m p lo  t í p i c o  de 
un r e s i d u o  a g r o i n d u s t r i  al  c o n t a m i n a n t e  de l  medio a m b ie n te  que,  
c o n v e n i e n t e m e n t e  m a nejado ,  puede c o n s t i t u i r  un s u s t r a t o  a p r o p i a d o  pa ra  
l a  p r o d u c c i ó n  de b iomasa d e s t i n a d a  a l a  a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l .  La 
e s t r a t e g i a  a e m p l e a r ,  que es g e n e r a l  p a r a  e s t e  t i p o  de s i t u a c i o n e s ,  es 
l a  s i g u i e n t e :  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  poseen l a  c a p a c i d a d  de m e t a b o l i z a r  
l o s  g l ú c i d o s  p r e s e n t e s  en e l  o r u j o  c o n v e n ie n t e m e n t e  suple m e n ta d o  con 
s a l e s  m i n e r a l e s  e n t r e  l a s  c u a l e s  se debe i n c l u i r  una f u e n t e  
i n o r g á n i c a  de n i t r ó g e n o  que va a d a r  o r i g e n  a l a s  p r o t e í n a s  
m i c r o b i a n a s .  E s t a s  pueden s e r  co nsum id as  p o r  a n im a l e s  y é s t o s  a su 
vez  p o r  e l  hombre.  En resum en ,  una f u e n t e  n i t r o g e n a d a  que no p o d r í a  
s e r  empleada en a l i m e n t a c i ó n  humana en v i r t u d  de l a  i n c a p a c i d a d  
m e t a b ó l i c a  de l  hombre p a r a  a s i m i l a r l a  puede t r a n s f o r m a r s e  en 
p r o t e í n a s  a n i m a l e s  de a l t o  v a l o r  b i o l ó g i c o .
O t r o  a s p e c t o  que hay que t e n e r  en c u e n t a  es e l  hecho de que l o s  
m i c r o o r g a n i a m o s  poseen un c o n t e n i d o  r e l a t i v a m e n t e  a l t o  de á c i d o s  
n u c l e i c o s  p a r a  su uso d i r e c t o  como a l i m e n t o  p a r a  humanos. S i n  embargo, 
s i  e l  p r o d u c t o  f i n a l  se u t i l i z a  como a l i m e n t o  de a n i m a l e s  de c r i a ,  
e l  c i t a d o  i n c o n v e n i e n t e  se v e r í a  s a l v a d o  ya que e l l o s  pueden 
i n g e r i r l o s  y m etabol  i z a r l o s  s i n  p ro b l e m a s  en v i r t u d  de que poseen una 
e n zim a h e p á t i c a  l l a m a d a  u r a t o - o x i d a s a  que d e s d o b l a  a l  á c i d o  
ú r i c o  en a l a n t o l n a  de g r a n  s o l u b i 1id a d a d  y  f á c i l m e n t e  e l i m i n a d l e
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por via renal.
Por o t r a  p a r t e ,  e l  b a j o  t e n o r  de p r o t e í n a s  del  o r u j o  de manzana 
l o  hace poco a p r o p i a d o  p a r a  su empleo d i r e c t o  p r e v i o  secado en 
a l i m e n t o s  b a l a n c e a d o s  a menos que se l o  s u p le m e n t o  c o n v e n ie n t e m e n t e  
con f u e n t e s  p r o t e i c a s .  Q sea que,  en ú l t i m a  i n s t a n c i a ,  s e r i a n  
é s t a s  l a s  que se r e e m p l a z a r i a n  m e d ia n te  un e n r i q u e c i m i e n t o  
p r o t e i c o  m i c r o b i a n o .
Al p r o d u c t o  f i n a l  o b t e n i d o  de e s t a  form a l e  cabe l a  r e c i e n t e  
d e n o m i n a c i ó n  i n g l e s a  de " m i c r o b i a l  b io m as s  p r o d u c t "  que se r e f i e r e  a 
una m e z c la  c o m p l e j a  de s u s t r a t o s  s ó l i d o s  y  m i c r o o r g a n i s m o s  c r e c i d o s  
a e xpe nsas  de é l ,  a d i f e r e n c i a  de l a  c l á s i c a  biomasa m i c r o b i a n a  en 
l a  c u a l  a l  f i n a l  de l  p r o c e s o  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  son s e p a ra d o s  del 
medio de c u l t i v o  a g o ta d o  (Da S i l v a ,  E . J . ,  1 9 8 1 ) .
F i n a l m e n t e ,  debe p l a n t e a r s e  e l  i n t e r é s  eco nó m ico  p u e s t o  en 
ju e g o  en l a  p r o d u c c i ó n  de p r o t e í n a s  d e s t i n a d a s  a l a  a l i m e n t a c i ó n  
anim al  en una zo na  m a r g i n a l  como es 1 a p r o d u c t o r a  de j u g o  de manzana. 
La t o p o g r a f í a  de l  A l t o  y N e d io  v a l l e  del  r i o  Neg ro  que dá l u g a r  
a una g r a n  c a n t i d a d  de m i c r o c l i m a s ,  l a s  b a j a s  p r e c i p i t a c i o n e s  
p l u v i a l e s  y su mala d i s t r i b u c i ó n ,  l o s  f u e r t e s  v i e n t o s ,  l a  c o b e r t u r a  
de l o s  campos p o r  l a  n i e v e  y l o s  c o r t o s  p e r i o d o s  l i b r e s  de h e l a d a s ,  
son f a c t o r e s  f u n d a m e n t a l e s  que l i m i t a n  a e s t a  zona en c u a n to  a l a  
p r o d u c c i ó n  g a n a d e r a .
Debe m e n c io n a r s e  que l a  f l o r a  a u t ó c t o n a  es escasa y de b a j o  
po d e r  a l i m e n t i c i o ,  l o  que hace n e c e s a r i o  g r a n d e s  e x t e n s i o n e s  de campo 
p a r a  l o s  r o d e o s .  T o d o s  e s t o s  f a c t o r e s  dan a l a  g a n a d e r í a  de 1 a zona 
su c a r á c t e r i s t i c a  p a r t i c u l a r  de t r a n s h u m a n c i a , p o r  l o  c u a l  l o s  
p r o d u c t o r e s  a r r e a n  su ganado de l o s  campos de i n v i e r n o  a l o s  de v e r a n o  
a f i n e s  de p r i m a v e r a  r e t o r n a n d o  a l o s  campos de i n v i e r n o  a f i n e s  del 
otofto .  A s i  se da e l  caso  de a r r e o s  de más de 200 km po r  e j e m p lo  
de l o s  p r o d u c t o r e s  del  D e p a rta m e n to  de P eh uen ch es,  p r o v .  de Neuquén, 
que t a r d a n  45 d í a s  en l l e g a r  a l a  " v e r a n e a d a "  y 20 d í a s  a l  v o l v e r  
p o r  e s t a r  m e jo r  a l i m e n t a d o  e l  ganad o.  E s t a  m o d a l id a d  t r a e  a p a r e j a d a  
una s e r i e  de p ro b l e m a s  s o c i o - e c o n ó m i c o s ,  no p e r m i t i e n d o  e n t r e  o t r a s
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c o s a s  el  a r r a i g o  de l o s  p o b l a d o r e s .
O t r o  de l o s  p r o b le m a s  que se p r e s e n t a n  es 1 a n e c e s id a d  de 
t e r m i n a r  e l  e n g o rd e  del  ganado f u e r a  de 1 a z o n a ,  en 1 a pampa húmeda, 
p a r a  de sp u é s  r e g r e s a r  p a r a  su consumo ya fae n a d o  (A nó nim o ,  1 9 8 5 ) .
Uno de l o s  o b j e t i v o s  r e g i o n a l e s ,  máxime al  t e n e r  en c u e n t a  que 
l a s  c a r n e s  de l a  r e g i ó n  se v a l o r i z a n  más a l  e s t a r  en v i g e n c i a  l a  
b a r r e r a  s a n i t a r i a  y c o n s i d e r a r s e  a l  s u r  de l  r i o  C o l o r a d o  zona l i b r e  
de a f t o s a , es e v i t a r  e l  éxodo de l  ganado f u e r a  del  t e r r i t o r i o .  Para  
e l l o  r e s u l t a  i n e l u d i b l e  l a  s o l u c i ó n  de l  p ro b le m a  de l a  
a l i m e n t a c i ó n  del  mismo. Una a l t e r n a t i v a  i n t e r e s a n t e  l a  c o n s t i t u y e  l a  
c r i a  de a n i m a l e s  a c o r r a l  m e d ia n te  e l  uso de a l i m e n t o s  b a la n c e a d o s  
( M e n d e l , V . E .  y C l a w s o n ,  W . J . , 1977) . Por l o  t a n t o ,  l a  p r o d u c c i ó n  de 
una p r o t e i n a  m i c r o b i a n a  de c o s t o  a c c e s i b l e  a p a r t i r  de un r e s i d u o  
a b u n d a n te  como e l  o r u j o  de manzana c o n s t i t u y e  un p r o y e c t o  más que 
a t r a c t i v o  desde e l  p u n t o  de v i s t a  eco nó m ico  y un d e s a f í o  p a ra  l a  
Bi o t e c n o l o g i  a.
P a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  del  p r e s e n t e  t r a b a j o  se u t i l i z a r o n  
m i c r o o r g a n i s m o s  a e r o b i o s  en v i r t u d  de su mayor c a p a c i d a d  p a ra  l a  
t r a n s f o r m a c i ó n  de l a s  f u e n t e s  de c a r b o n o  de l  o r u j o  de manzana en 
b io m a s a .  A t a l  f i n ,  se s e l e c c i o n a r o n  cepas de l e v a d u r a s ,  en una 
p r i m e r a  e t a p a ,  en medios a g a r i z a d o s  y l u e g o  en p r o c e s o s  en 
e r l e n m e y e r s .  P ó s t e r i o r m e n t e ,  se pasó a t a n q u e s  a g i t a d o s  a l o s  
e f e c t o s  de e s t u d i a r  su c o m p o r t a m i e n t o  en una e s c a l a  de t r a b a j o  mayor.  
En e s t e  c a s o ,  l o s  p r o b l e m a s  r e o l ó g i c o s  p r e s e n t a d o s  h i c i e r o n  
n e c e s a r i o  e l  uso de un hongo con c a p a c i d a d  h i d r o l i t i c a  de l o s  
b i o p o l i  meros r e s p o n s a b l e s  de l a  a l t a  v i s c o s i d a d  d e l  m edio.  Para  
f i n a l i z a r ,  se r e a l i z a r o n  e x p e r i m e n t o s  con c u l t i v o s  m i x t o s  con 
a l i m e n t a c i ó n  c o n t r o l a d a  de s u s t r a t o  f r e s c o  m e d i a n t e  un d i s p o s i t i v o  
i d e a d o  y c o n s t r u i d o  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  a l o s  e f e c t o s  de 
a l c a n z a r  l a  mayor c o n c e n t r a c i ó n  p o s i b l e  de s ó l i d o s  en e l  medio de 
c u l t i v o .
Como r e s u l t a d o  de e s t o s  e x p e r i m e n t o s ,  se l l e g ó  a un p r o d u c t o  
f i n a l  cu ya  c o m p o s i c i ó n  en base seca l o  h a r í a  re c o m e n d a b le  p a r a  e l
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uso en d i e t a s  de a n i m a l e s  b o v i n o s .  No se p u d i e r o n  r e a l i z a r  en sayo s en 
mayor e s c a l a  d e b i d o  a l a  f a l t a  de l a  1n f r a e s t r u c t u r a  y de l  apoyo 
n e c e s a r i o  po r  p a r t e  de 1 a i n d u s t r i a  j u g u e r a ,  t a l  como se mencionó 
a n t e r  i o rm e n te .
2 . 2 .  MATERIALES Y METODOS.
2 . 2 . 1 .  M i c r o o r g a n i s m o s  e i n ó c u l o s .
P a ra  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  e x p e r i e n c i a s  se e m plearo n  t r e s  cepas 
d i s t i n t a s  de l e v a d u r a s ,  a s a b e n  Saccharomycopsis 1ipolyt ica,
Candida utilis NRRL 1087 y  Candida s p .  a i s l a d a  de un t a n q u e  de 
m elasa ( C a b i b ,  G. y c o l . ,  1 9 8 3 ) ,  y  una f ú n g i c a ,  Trichodarma 
reesei QM 9414 ( g e n t i l m e n t e  c e d i d a  po r  e l  D r .  C u e v a s ,  I N I Q U I , UN 
S a l t a ) ,  t o d a s  a p t a s  p a r a  l a  al  i m e n t a c c i ó n  a n i m a l .  E l l a s  f u e r o n  
m a n t e n id a s  a 4 °C en e l  medio de c u l t i v o  1 ( a g a r  o r u j o  de 
manzana) que d e m o s tró  s e r  a p t o  p a r a  t a l  f i n .
Lo s  i n ó c u l o s  de l e v a d u r a s  p a r a  l o s  e s t u d i o s  en f r a s c o s  a g i t a d o s  
f u e r o n  p r e p a r a d o s  a p a r t i r  de c u l t i v o s  de 48 h s o b r e  agar  o r u j o  de 
manzana y se sem bra ro n  en e r l e n m e y e r s  de 250 mL c o n t e n i e n d o  50 mL de 
medio de c u l t i v o  a l c a n z a n d o  una c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de 1 x 
107, c é l u l a s . m L ~ * .
En e l  c a so  de l a  cepa de Trichodarma, se u t i l i z ó  una c a n t i d a d  
s u f i c i e n t e  de e s p o r o s  o b t e n i d o s  s o b r e  ag ar  o r u j o  de manzana y 
r e s u s p e n d i d o s  en s o l u c i ó n  acuosa de Tween 80 al  0 , 0 1  7. como p a r a  
a l c a n z a r  una c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de 1 x 10a  e s p o r o s . m L ~ 1 .
E l  i n ó c u l o  de S .  I ipolytica p a r a  l o s  e x p e r i m e n t o s  en e s c a l a  
de t e r m e n t a d o r  c o n s i s t i ó  en un c u l t i v o  empleando e l  medio 4 de 48 h 
con un volum en i g u a l  a l  10 X de l  d e l  t e r m e n t a d o r  c o n t e n i e n d o  1 x 
10® c é l u l a s . m L - * .
P a ra  l o s  c u l t i v o s  con T . reesei t a n t o  s i n  o con a l i m e n t a c i ó n  
de s u s t r a t o ,  l o s  i n ó c u l o s  f u e r o n  s i m i l a r e s  a a q u e l l o s  d e s c r i p t o s  
p a r a  l o s  e s t u d i o s  en f r a s c o s  a g i t a d o s  y l o s  de l o s  e x p e r i m e n t o s  con 
c u l t i v o s  m i x t o s  se d e s c r i b e n  más a d e l a n t e .
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En t o d o s  l o s  c s s o s ,  l o s  c u l t i v o s  se r e a l i z a r o n  a 30 "C
2 . 2 . 2 .  M edios  de c u l t i v o .
Lo s  medios empleados se b a s a r o n  en e l  uso de o r u j o  de manzana, 
o r u j o  de manzana p r e t r a t a d o  a 100 **C d u r a n t e  2 h o r a s  con e l  
a g re g a d o  de H » S 0 «  ( 0 , 5 4  X p / v )  o j u g o  de o r u j o  de manzana 
que -fue o b t e n i d o  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  m e d ia n te  una p r e n s a ,  h a s t a  
l o g r a r  un r e n d i m i e n t o  a p ro x im a d o  de l  50 7. ( v / p )  , d e p e n d ie n d o  del  
p r o p ó s i t o  d e l  e x p e r i m e n t o .  E l  pH se a j u s t ó  en t o d o s  l o s  ca s o s  a
4 , 1 .  L o s  m edios  g e n e r a l m e n t e  no se e s t e r i  1 i z a r o n  y cuando se l o  h i z o  
se e f e c t u ó  a 121 **C d u r a n t e  20 m i n u t o s .  La  c o m p o s i c i ó n  f i n a l  
de l o s  m edios  de c u l t i v o  se m u e s tra  en l a  T a b l a  2 . 2 .
T a b l a  2 . 2 i  C o m p o s ic ió n  de l o s  m edios  de c u l t i v o  ( g . L ~ A) .
Medi o
Componentes 1 2 3 4
G r u j o  de manzana 100 3 8 4 , 6 - -
O r u j o  de manzana p r e t r a t a d o — — 3 8 4 , 6 —
(NhWlaSQ* 7 7 - 7
KHjbPO* 2 2 2 OJ -
MgSO*. 7H2Q 1 0 , 5 0 , 5 0 ,5
CaCl  2 1 0 , 5 0 , 5 0 , 5
S o l u c i ó n  de m i c r o e l e m e n t o s  ( m L . L ” 1 ) 1 1 1 1
Tween 80 — 2 2 —
Aga r 30 — — —
J u g o  de o r u j o  de manzana csp — — — 1000 mL
H2 0 csp 1000 mL 1000 mL 1000 mL —
E s t e r  i 1 i z a c i ó n s i no no s i
La s o l u c i ó n  de m ic r o e l e m e n t o s  f u e  de l a  s i g u i e n t e  c o m p o s i c ió n  < m g . L ~ M :  
FeSCU.7HaO 5 , 0 ;  M nSCU.H»0  1 , 6 ;  ZnSCU.7HaQ 1 , 4  y C o C l a .6HaO 3 , 7  ( M a n d é is ,  
A.  and Weber,  J . ,  1969)
E l  o r u j o  de manzana empleado f u e  e l  m encionado en e l  c a p i t u l o  1 
y que se l e  a s i g n ó  e l  t i p o  1. E s t e  o r u j o  f u e  t r a n s p o r t a d o  desde una 
p l a n t a  s i d r e r a  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  d u r a n t e  a l r e d e d o r  de 1 
d i  a ,  l o  que p r o d u j o  un d e s a r r o l l o  p a r c i a l  de l a  p r o p i a  c o n t a m in a c ió n  
m i c r o b i a n a .  Una vez  l l e g a d o  a n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  se l o  f r a c c i o n ó  
y c o n g e l ó  a - 2 0  * C , m a n te n ié n d o s e  en esa c o n d i c i ó n  h a s t a  su empleo.
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2 . 2 . 3 .  T é c n i c a s a n a l í t i c a s .
E l  pH de l a s  m u e s t r a s  t a n t o  de o r u j o  de manzana como l a s  de l o s  
p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  f u e  medido con un p e a c h i m e t r o  Metrohm modelo 
E 396 B empleando una d i l u c i ó n  de 9 p a r t e s  de agua y 1 del  r e s i d u o .
La m a t e r i a  seca se d e t e r m i n ó  a 60 " C  h a s t a  peso c o n s t a n t e .
En l o s  p r o c e s o s  r e a l i z a d o s  en e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  se secó l a  
t o t a l i d a d d  de l  c o n t e n i d o  de cada f r a s c o .  En e l  c a s o  de l o s  p r o c e s o s  
e f e c t u a d o s  en t e r m e n t a d o r  se tom aron a l í c u o t a s  que se p e s a ro n  a n t e s  
y d e sp u é s  de s e c a r ,  r e f i r i é n d o s e  e l  c o n t e n i d o  de m a t e r i a  seca a l a  
u n i d a d  de volumen ya que l a  d e n s i d a d  del  medio de c u l t i v o  e r a  
a p ro xim a dam ente  de 1 g .m L - 1 . No se m i d i ó  e l  volumen de l a  
m u e s tra  d e b i d o  a que p o r  sus  c a r á c t e r 1s t i c a s  r e o l ó g i c a s  era n  
r e t e n i d a s  g r a n  c a n t i d a d  de b u r b u j a s  de a i r e  o r i g i n a n d o  v a l o r e s  en 
d e f e c t o .  E s t a  d e t e r m i n a c i ó n  se c o n s i d e r a  muy i m p o r t a n t e  tomando en 
c u e n t a  que e l  p r o p ó s i t o  p r i n c i p a l  de l o s  p r o c e s o s  e r a  a r r i b a r ,  al  
f i n a l  de e l l o s ,  a l  máximo v a l o r  p o s i b l e  de m a t e r i a  s e c a .
E l  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  f u e  d e t e r m i n a d o  po r  e l  método de 
K j e l d a h l  <A0AC, 1970) y c a l c u l a d o  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  c o n t e n i d o  de 
n i t r ó g e n o  t o t a l  y  e l  de n i t r ó g e n o  a m o n i a c a l ,  m u l t i p l i c a d o  po r  
6 , 2 5 .  E l  t é r m i n o  " p r o t e l n a  c r u d a ' 1 se a p l i c a  al  c o n t e n i d o  de 
n i t r ó g e n o  t o t a l  m u l t i p l i c a d o  p o r  6 , 2 5 .
E l  n i t r ó g e n o  a m o nia ca l  f u e  e v a l u a d o  p o r  d e s t i l a c i ó n  de l a s  
m u e s t r a s  l a s  c u a l e s  h a b í a n  s i d o  a l c a l i n i z a d a s  m e d ia n te  e l  ag re g a d o  
de s u f i c i e n t e  c a n t i d a d  de s o l u c i ó n  de NaOH y p o s t e r i o r  medida 
v o l u m é t r i c a  ( S c h a f f e l d ,  G. and I l l a n e s ,  A . ,  1 9 8 2 ) .
Lo s  11 p i d o s  t o t a l e s  f u e r o n  d e t e r m i n a d o s  p o r  e x t r a c c i ó n  con 
é t e r  de p e t r ó l e o ,  f r a c c i ó n  6 0 - 8 0  **C, en un e x t r a c t o r  S o x h l e t  y 1 os 
c a r b o h i d r a t o s  t o t a l e s  p o r  l a  t é c n i c a  de a n t r o n a  ( H e r b e r t ,  D. y c o l . ,  
1971) em pleando g l u c o s a  como p a t r ó n .
Las  c e n i z a s  se r e a l i z a r o n  a 550 *C s o b r e  m u e s t r a s  s ecad as  y 
mol i d a s .
La  f i b r a  c r u d a  f u e  e v a l u a d a  p o r  g r a v i m e t r í a  p r e v i o  t r a t a m i e n t o  
a e b u l l i c i ó n  de l a  m u e s tra  con s o l u c i o n e s  1 N de HaBÜ» e NaOH
33
( J e n k i n s ,  G . L .  y c o l . ,  1 9 5 1 ) .
En t o d o s  l o s  c a s o s ,  l o s  r e c u e n t o s  de m i c r o o r g a n i s m o s  ( l e v a d u r a s  y 
e s p o r o s  f ü n g i c o s )  en medios s i n  s ó l i d o s  i n s o l u b l e s  se r e a l i z a r o n  
s o b r e  una d i l u c i ó n  adecuada en cámara de N eub a u e r .
2 . 2 . 4 .  D e s a r r o l l o  de p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s .
Lo s  e x p e r i m e n t o s  p r e l i m i n a r e s  se l l e v a r o n  a cabo en a g i t a d o r  
r o t a t o r i o  a 200 rpm con e r l e n m e y e r s  de 250 mL de c a p a c i d a d  c o n t e n i e n d o  
50 mL de medio de c u l t i v o ,  c u b i e r t o s  con una capa d o b l e  de g a s a ,  en 
l u g a r  de l  c l á s i c o  ta p ó n  de a l g o d ó n ,  p a r a  f a c i l i t a r  l a  
a e r e a d ó n .  A f i n  de e v i t a r  p r o b l e m a s  con e l  m u e s tre o  d u r a n t e  l o s  
p r o c e s o s  se empleó un número s u f i c i e n t e  de e r l e n m e y e r s  que 
p e r m i t i e r a  tomar t r e s  de e l l o s  en l o s  i n t e r v a l o s  de t ie m p o  p r e f i j a d o s ,  
u t i l i z á n d o s e  como m u e s tra  e l  c o n t e n i d o  t o t a l  de l o s  mismos p e ro  
p r o c e s á n d o l o s  p o r  s e p a ra d o  ( l o s  r e s u l t a d o s  m o s tra d o s  son p ro m e d io s  
de t r i p l i c a d o s ) .  E l  pH f u e  a j u s t a d o  p e r i ó d i c a m e n t e  al  v a l o r  i n i c i a l  
m e d i a n t e  e l  a g re g a d o  de s o l u c i ó n  1 N de NaOH o de NH*0H a l  7 7. v / v .
L a s  e x p e r i e n c i a s  en e s c a l a  de f e r m e n t a d o r e s  a g i t a d o s  se l l e v a r o n  
a cabo en una u n i d a d  de f e r m e n t a c i ó n  LKB U l t r o f e r m  1601 con un 
volumen de t r a b a j o  de 2 a 4 L .  E l  pH f u e  c o n t r o l a d o  a u to m á t ic a m e n te  
en 4 , 1  m e d i a n t e  l a  a d i c i ó n  de NhUOH al  7 7. v / v .  La a g i t a c i ó n  
f u e  1000 rpm y l a  a e r e a c i ó n  f u e  f i j a d a  a 1 vvm. Además, l a  
t e n s i ó n  de o x í g e n o  d i s u e l t o  f u e  medida y r e g i s t r a d a  a u to m á t ic a m e n te .
La p o t e n c i a  co nsum id a  p o r  l a  a g i t a c i ó n  fu e  i n d i r e c t a m e n t e  
medida p o r  e l  consumo e l é c t r i c o  del  m o t o r .  Lo s  v a l o r e s  dados se 
e x p r e s a n  en u n i d a d e s  a r b i t r a r i a s  (Au)  p a r a  f a c i l i t a r  l a  m edida,  
tomando como máximo e l  v a l o r  de l a  u n i d a d  y r e f i r i e n d o  l o s  demás 
como f r a c c i o n e s  de e l l a .
P a ra  l a  a d i c i ó n  c o n t r o l a d a  de l  o r u j o  de manzana en l o s  p r o c e s o s  
d i s c o n t i n u o s  a l i m e n t a d o s  se empleó un d o s i f i c a d o r  c o n t r o l a b l e  de 
s u s t r a t o s  p a s t o s o s  que f u e r a  d i  servado y  c o n s t r u i d o  en n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o .  E l  s i s t e m a  c o n s t a  fu n d a m e n ta lm e n te  de un s o p o r t e  a l  cual  
e s t á  adosado un m otor  u n i v e r s a l  de 220 V ,  1/2 HP, 1800 rpm y un
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c i l i n d r o  de PVC de 100 mm de d i á m e t r o  i n t e r n o  con un p i s t ó n  de PVC 
s o p o r t a d o  por  una v a r i l l a  r o s c a d a .  E s t a  ú l t i m a  e s t á  i n t e r c o n e c t a d a  
por  un s i s t e m a  de p o l e a  y c o r r e a  con el  motor  ( F i g .  2 . 1 ) .
1. C o n t r o l  de v e l o c i d a d .
2.  M o t o r .
3.  Po l ea  .
4.  Cor r ea de t r a n s m i s i ó n .
5. V a r i l l a  r o s c a d a .
6. Pol ea.
7. T u e r c a .
8. A b r a z a d e r a .
9. P i s t ó n .
10. C i l i n d r o .
11. Sal i da al t e r m e n t a d o r .
12. S o p o r t e  .
Fi g.  2. 1.  D o s i f i c a d o r  de s u s t r a t o s  p a s t o s o s .
E l  s i s t e m a  de c o n t r o l  u t i l i z a d o ,  del  c u a l  . .  m u e stra  un d iag ram a 
en b l o q u e s  ( F i g .  2 . 2 ) ,  se  c o n s t r u y ó  a p ro v e c h a n d o  1 .  . . h . i  
o r i g i n a d a  en un e l e c t r o d o  que mide e l  o x i g e n o  d i s u e l t o  de l  medio de 
c u l t i v o .  E s t e  v a l o r  es  r e g i s t r a d o ,  a m p l i f i c a d o  y comparado 
e l e c t r ó n i c a m e n t e  con un umbral  de r e f e r e n c i a  p r e v i a m e n t e  f i j a d o  po r  
e l  o p e r a d o r .  Si  l a  medida l o  s u p e r a ,  se c o n e c t a  un r e l a y  que a c c io n a  
e l  m otor  de l  d o s i f i c a d o r  d u r a n t e  un t ie m p o  ta m b ié n  p r e f i j a d o .
C u m p l id o  é s t e ,  e l  c o n t r o l  e s p e r a  un d e t e r m i n a d o  t ie m p o  p a r a  que el  
S is t e m a  e v o l u c i o n e  y v u e l v e  a s . n . a r  e l  n i v e l  de o x i g e n o  d i s u e l t o ,  
a d i c i o n a n d o  o no más s u s t r a t o  según s i  aq uel  no h a y a  o h a y a  
b a j a d o  de l  umbral  de r e f e r e n c i a  r e s p e c t i v a m e n t e .  Además e x i s t e  l a  
p o s i b i l i d a d  de v a r i a r  l a s  r e v o l u c i o n e s  de l  m otor  de modo t a l  que de
e s t a  manera ta m b ié n  se puede r e g u l a r  l a  c a n t i d a d  de s u s t r a t o  de cada
adi  c i  ón.
E l  hecho de que se pueda a j u s t a r  en form a c o n t i n u a ,  s i m u l t a n e a  
e i n d e p e n d i e n t e  e l  n i v e l  de r e f e r e n c i a  de l  o x i g e n o  d i s u e l t o ,  l o s  
t i e m p o s  de a d i c i ó n  y e s p e r a  y  l a  v e l o c i d a d  de a d i c i ó n  del  s u s t r a t o  
p e r m i t e  un adecuado c o n t r o l  de un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o  con 
un s u s t r a t o  p a s t o s o  como es  e l  c a s o  de l  o r u j o  de manzana que de o t r a  
manera no * p o d r í a  l l e v a r s e  a ca b o .
Fíg.  2 . 2 . S i s t e m a  de c o n t r o l .
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F i n a l m e n t e ,  l o e  p r o c e s o s  d i s c o n t i n u o s  a l i m e n t a d o s  se comenzaron 
con el  medio de c u l t i v o  3 d i l u i d o  1 , 5  v e c e s  con agua.  E l  d o s i f i c a d o r  
se c a r g ó  con o r u j o  de manzana p r e t r a t a d o  con un pHi 1 , 6  que no se 
v a r i ó  de spués d e l  p r e t r a t a m i e n t o  a l o s  e f e c t o s  de e v i t a r  l a  
p r o l  i f e r a c i  ón de mi c r o o r g a n i  amos d e b i d o  a que e l  diserro  no p e r m i t e  
e v i t a r  l a  c o n t a m i n a c i ó n  p r o v e n i e n t e  de l  medio a m b i e n t e .  También se 
i n c l u y e r o n  l o s  demés componentes de l  medio de c u l t i v o  3 a 
e x c e p c i ó n  de l  ag ua.  E l  s i s t e m a  se a j u s t ó  a una t e n s i ó n  de 
o x i g e n o  d i  s u e l t o  d e l  25 ’/., con un t ie m p o  de a d i c i ó n  de 1 s e g ,  un 
t ie m p o  de e s p e r a  de 90 seg y una v e l o c i d a d  de l  motor  de 1000 rpm, 
c o n d i c i o n e s  que f u e r o n  s e l e c c i o n a d a s  en e x p e r i m e n t o s  p r e v i o s .
2 . 3 .  RESULTADOS Y D IS C U S IO N .
2 . 3 . 1 .  E n s a y o s  en s i s t e m a  de c u l t i v o  d i s c o n t i n u o .
Lo s m i c r o o r g a n i s m o s  m encio n ado s p re c e d e n t e m e n t e  f u e r o n  sembrados 
s o b r e  e l  medio de c u l t i v o  1 a f i n  de e s t a b l e c e r  su c a p a c i d a d  de 
d e s a r r o l l o  u t i l i z a n d o  o r u j o  de manzana. Después de 24 h de 
i n c u b a c i ó n  se o b s e r v ó  un a b un d a n te  d e s a r r o l l o  de S. 1 i polyt ica 
y de Candida s p .  y a l a s  48 h p a r a  T. reesei , m i e n t r a s  que 
Candida utilis m o s t r ó  un c r e c i m i e n t o  p o b r e  aún a l o s  7 d í a s ,  
m o t i v o  p o r  e l  c u a l  f u e  d e s c a r t a d a .
Con l a s  ce p a s  de l e v a d u r a s  s e l e c c i o n a d a s  se c o n d u j e r o n  
e x p e r i m e n t o s  en e s c a l a  de f r a s c o s  a g i t a d o s  u t i l i z a n d o  el  medio de 
c u l t i v o  2 a f i n  de com parar  su r e n d i m i e n t o  p r o t e i c o .  Los  r e s u l t a d o s  de 
e s t o s  e n s a y o s  se m u e s tra n  en l a  T a b l a  2 . 3 .  Como se p u e d e ' a p r e c i a r , 
t a n t o  l o s  v a l o r e s  v o l u m é t r i c o s  de p r o t e l n a  como l o s  de r e n d i m i e n t o s  
p r o t e i c o s  Y»/'* ( P r o t e l n a  p r o d u c i d a / 6 1  ú c i d o s  s o l u b l e s  co nsum id os )  
son m ayores  en e l  c a s o  de S .  1 ipolytica, m o t i v o  p o r  e l  c u a l  fu e  
s e l e c c i o n a d a  p a r a  e l  r e s t o  de l o s  e n s a y o s .  Al  f i n a l  de l  p r o c e s o  se 
a l c a n z ó  un t e n o r  de p r o t e í n a s  d e l  o rd e n  del  13 7. en base seca que 
se c o n s i d e r a  adecuado p a r a  una d i e t a  a l i m e n t a r i a  de b o v in o s  
(A n ó n im o ,  1 9 7 8 ) .
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T a b l a  2 . 3  s R e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e s c a l a  da t r l v n m t y e r  con l a v a d u r a s
Tie m po  de 
p r o c e s o
(h )
Yol  . 
NaOH 
(mL.
de
1N
L “ M
Peso
<0 •
seco
L - » )
P r o t e i  na 
< g . L - ‘ >
61ú c i  dos 
s o l  u b i  es 
< g . L - * )
Cepa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
0 - - 8 8 , 5 8 8 , 9 2 , 9 3 , 0 33 32 .
1 1 , 3 20 20 8 7 , 5 8 6 , 4 3 , 7 4 , 2 29 27 0 , 2 0 0 , 2 4
2 3 ,1 46 44 8 5 , 2 81 ,9 6 , 0 6 , 4 18 18 0 ,2 1 0 , 2 4
3 4 , 6 50 56 8 3 , 4 7 7 , 4 7 , 5 8 , 5 11 9 0 ,2 1 0 , 2 4
4 8 , 0 50 56 8 1 , 6 7 4 , 0 B , 9 9 , 9 4 2 0 , 2 0 0 , 2 3
1: Candida s p .
2 :  S .  lipolyt ica.
En l a  T a b l a  2 . 4  se m u e s tra n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e s c a l a  de 
f e r m e n t a d o r e s  a g i t a d o s  u t i l i z a n d o  e l  medio de c u l t i v o  2.  En e s t e  caso
se d i l u y ó  con 33 7, de agua d e b i d o  a que o r i g i n a l m e n t e  no se
o b t e n í a  un buen m e z c la d o  en e l  r e a c t o r .  Como se puede a p r e c i a r ,  l o s  
v a l o r e s  de h a l l a d o s  son s i m i l a r e s  a l o s  o b t e n i d o s  en
e r l e n m e y e r s .  Además, l o s  n i v e l e s  v o l u m é t r i c o s  de p r o t e l n a  
l o g r a d o s ,  s i  b i e n  son m e no res ,  g u a rd a n  una r e l a c i ó n  p r o p o r c i o n a l  a 
l a  d i l u c i ó n  e-fectuada al  medio de c u l t i v o  con un p o r c e n t a j e  de 
p r o t e í n a  en base seca de l  o rd e n  de l  1 2 , 5  7..
T a b l a  2 . 4 i  R e s u l t a d o s  de l a s  e x p e r i e n c i a s  en t a n q u e s  a g i t a d o s  con S. 
i  i poJyt ica.
T ie m p o  de V o l . de Peso seco P r o t e l n a  G l ú c i d o s
p r o c e s o  NH*OH < g . L - t ) < g . L - 1 ) s o l u b l e s
<h) ( m L . L - 1 ) ( g . L - 1 )
O 0 6 6 , 3  2 , 3  25
4 . 2  1 , 0  6 5 , 2  2 , 9  22 0 , 2 0
8 . 2  2 , 0  6 2 , 6  4 , 2  16 0 , 2 2
1 4 . 2  5 , 9  5 9 , 2  5 , 9  7 0 , 1 9
1 9 , 8  6 , 8  5 7 , 4  6 , 8  3 0 , 2 7
2 4 . 2  6 , 8  5 6 , 8  7 , 1  1 0 , 1 5
Los r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  muestran una gran s i m i l i t u d  e n tre  ambos 
p ro c e s o s , p e ro  en e s te  ú l t im o  el tiem po empleado es del orden del  50
7. d e l  a n t e r i o r .  P uesto  que la  ú n ic a  c o n d ic ió n  d i s t i n t a  es e l  mayor 
g r a d o  de a e ra c ió n  en lo s  f e rm e n ta d o re s , es I ó q í c o  suponer que l a  
c i n é t i c a  del p ro c e s o , y  no e l re n d im ie n to  del mismo, e s tá
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g o b e rn a d a  p o r  l a  v e l o c i d a d  de s u m i n i s t r o  de o x í g e n o  a l  medio de 
f e r m e n t a c i ó n .  E s t e  hecho i n d i c a  l a  i n c a p a c i d a d  de l a  cepa empleada 
de u t i l i z a r  a n a e r ó b ic e m e n t e  l o s  a z ú c a r e s  p r e s e n t e s  en e l  o r u j o .
P a ra  c o n f i r m a r  e s t a  h i p ó t e s i s ,  se I n c u b ó  S .  1ipolyt ica en 
c o n d i c i o n e s  a n a e r ó b i c a s  usando medios m ínim os que c o n t e n í a n  como 
f u e n t e  de c a r b o n o  g l u c o s a ,  f r u c t o s a ,  s a c a r o s a  y j u g o  de o r u j o  de 
manzana,  no o b s e r v á n d o s e  en n i n g u n o  de e l l o s  l a  p r o d u c c i ó n  de gas 
n i  de e t a n o l  en c o i n c i d e n c i a  con l o s  d a t o s  b i b l i o g r á f i c o s  h a l l a d o s  
p a r a  e s t a  cepa (R o s e ,  A . A .  and H a r r i s o n ,  J . H . , 1 9 7 0 ) .
De e s t e  ú l t i m o  e x p e r i m e n t o  se c o n c l u y e  que p a r a  poder  l l e v a r  a 
cabo l a  t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  o r u j o  en e s c a l a  de f e r m e n t a d o r e s  de 
l a b o r a t o r i o  es n e c e s a r i a  una d i l u c i ó n  a d i c i o n a l  d e l  medio de 
c u l t i v o ,  que o c a s i o n a  un menor a p r o v e c h a m i e n t o  de l  volumen ú t i l  del 
r e a c t o r  y un in c r e m e n t o  en l o s  c o s t o s  de secado a que d e b e r l a  ser  
s o m e t id o  e l  p r o d u c t o  f i n a l  en caso de s e r  n e c e s a r i o  p a ra  su 
c o m e r c i a l i z a c i ó n .  Por  e l l o  se pensó en m o d i f i c a r  l a s  p r o p i e d a d e s  
r e o l ó g i c a s  d e l  medio de c u l t i v o ,  p r i n c i p a l e s  c a u s a n t e s  de l o s  
p ro b l e m a s  de a g i t a c i ó n ,  m e d i a n t e  una d e g r a d a c i ó n  b i o l ó g i c a  de 
l o s  componentes d e l  o r u j o  de manzana r e s p o n s a b l e s  de su a l t a  
v i s c o s i d a d ,  fu n d a m e n ta lm e n te  p e c t i n a  y f i b r a .  La u t i l i z a c i ó n  de 
p r e p a r a d o s  e n z i m á t i c o s  c o m e r c i a l e s  ( l i i l l e r ,  J . E .  y c o l . ,  1982) fu e  
d e s c a r t a d a  en r a z ó n  de su a l t a  i n c i d e n c i a  en e l  c o s t o  f i n a l  del  
p r o d u c t o .  Como v í a  a l t e r n a t i v a  se pensó en 1 a p r o d u c c i ó n  " i n  
s i t u "  de un c o n j u n t o  e n z i m á t i c o  con c a p a c i d a d  c e l u l o l i t i c a  y 
p e c t o l i t i c a .  A t a l  e f e c t o  se e l i g i ó  al  7 .  raasai QM 9414 en 
r a z ó n  de su p ro b a d a  c a p a c i d a d  en 1 a p r o d u c c i ó n  de e s t e  t i p o  de 
e n z im a s  ( M o n t e n e c o u r t , B . 8 .  y c o l . ,  1980» H a l t m e i e r ,  T .  y c o l . ,  1983) 
y a p t i t u d  p a r a  l a  a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l ,  con e l  d o b l e  p r o p ó s i t o  de 
d i s m i n u i r  l a  v i s c o s i d a d  y de aumentar l a  c a n t i d a d  de g l ú c i d o s  
m e t a b o l i z a b l e s .
E n s a y o s  p r e l i m i n a r e s  r e a l i z a d o s  con e l  medio de c u l t i v o  2 ,  en 
f r a s c o s  a g i t a d o s ,  m u e stra n  una marcada c o m p e t e n c ia  con p r e d o m i n i o  de 
l a  f l o r a  n a t u r a l  p r e s e n t e  en e l  o r u j o  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  del  hongo,
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con l a  c o n s e c u e n t e  r e d u c c i ó n  en e l  r e n d i m i e n t o  del  p r o c e s o .  A f i n  de 
e v i t a r  e s t e  i n c o n v e n i e n t e ,  d e b id o  a l a  c a r g a  m i c r o b i a n a  i n i c i a l  del 
s u s t r a t o  y a l a  mayor v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  de l o s  c o n t a m i n a n t e s ,  
se d e c i d i ó  e f e c t u a r  un p r e t r a t a m l e n t o  t é r m i c o  del  o r u j o  de 
manzana. La  e s t e r i l i z a c i ó n  con v a p o r  a s o b r e p r e s i ó n  f u e  d e s c a r t a d a  
en r a z ó n  d e l  a l t o  c o s t o  i n d u s t r i a l  p a r a  e s t e  t i p o  de m a t e r i a l e s  
d e b i d o  a l a s  d i f i c u l t a d e s  que p r e s e n t a n  en c u a n t o  a l a  t r a n s f e r e n c i a  
de c a l o r  ( s e  e f e c t ú a  con una g r a n  componente de c o n d u c c ió n  y 
e s c a s a  c o n v e c c i ó n )  y l a  n e c e s a r i a  u t i l i z a c i ó n  de e q u i p o s  con mayor 
r e s i s t e n c i a  m e cá n ica  y ,  p o r  l o  t a n t o ,  más c o s t o s o s .  Una de l a s  
a l t e r n a t i v a s  p o s i b l e s  es un t r a t a m i e n t o  t é r m i c o  a p r e s i ó n  
a t m o s f é r i c a ,  p r e v i a  a d i c i ó n  de una c a n t i d a d  adecuada de á c i d o ,  
con dos f i n e s  e s p e c l f i c o s i  f a v o r e c e r  l a  d i s m i n u c i ó n  de l a  
v i s c o s i d a d  d e l  medio de c u l t i v o  y r e d u c i r  e l  c o n t e n i d o  de l a  f l o r a  
n o r m a l . Además, l a  c o m b in a c i ó n  de a c i d e z - t e m p e r a t u r a  puede a c t u a r  
ta m b ié n  p r o d u c i e n d o  una h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de l a s  s u s t a n c i a s  
p é c t i c a s  y  de l a  f i b r a ,  in c r e m e n t a n d o  l a  c a n t i d a d  de s u s t r a t o s  
d i s p o n i b l e s  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  (R eese,  E . T .  y 
c o l . ,  1972? F a n ,  L . T .  y c o l . ,  1 9 8 2 ) .
L a s  h i p ó t e s i s  a n t e r i o r e s  f u e r o n  c o n f i r m a d a s  e f e c t u a n d o  medidas 
de v i s c o s i d a d  em pleando un e q u i p o  RO TO -VISCO  (HAKE I n c . )  en el  o r u j o  
de manzana s i n  y con p r e t r a t a m i e n t o  p r e v i o ,  o b s e r v á n d o s e  en e s t e  
ú l t i m o  caso  una d i s m i n u c i ó n  a un t e r c i o  de l a  o r i g i n a l .  Además, 
se e n c o n t r ó  un 20 7. de i n c r e m e n t o  en l a  c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  
s o l u b l e s .  Por  o t r a  p a r t e ,  l o s  m edios de c u l t i v o  2 y 3 se i n c u b a r o n  
a n a e r ó b ic a m e n t e  s i n  sem bra r  d u r a n t e  48 h a 30 °C o b s e rv á n d o s e  
una mayor p r o d u c c i ó n  de gas y 10 v e c e s  más de e t a n o l  (medido po r  
c r o m a t o g r a f i  a g a s e o s a )  cuando no se p r e t r a t ó  e l  o r u j o  que cuando 
se l o  h i z o ,  con l o  c u a l  se d e m u e s tra  l a  e f e c t i v i d a d  del 
p r e t r a t a m i e n t o .
Nuevas e x p e r i e n c i a s  en e s c a l a  de e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s ,  u t i l i z a n d o  
T . r e « s * i  en e l  medio de c u l t i v o  3 ,  a r r o j a r o n  l o s  r e s u l t a d o s  que 
se i n d i c a n  en l a  T a b l a  2 . 5  donde se  puede o b s e r v a r  que a l a s  48 h de
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p r o c e s o  sé a l c a n z a n  n i v e l e s  de p r o t e i n a  s i m i l a r e s  a l o s  de l o s  
p r o c e s o s  c o n d u c i d o s  con l e v a d u r a s ,  c o r r e s p o n d í  e n t e s  a un 15 V. del  peso 
s e c o .  En l a s  e t a p a s  p o s t e r i o r e s  de c u l t i v o  no se o b s e r v a  aumento de l a  
c a n t i d a d  de p r o t e f n a  p r o d u c i d a ,  aunque e l  v a l o r  p o r c e n t u a l  en peso 
seco l l e g a  h a s t a  e l  19 y. a l a s  90 h .  E s t e  e f e c t o  no se debe a un 
i n c r e m e n t o  en l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  s i n ó ,  mas b i e n ,  es e l  
r e s u l t a d o  de l a  d i s m i n u c i ó n  d e l  peso seco  d e b id a  a l a  h i d r ó l i s i s  y 
p o s t e r i o r  m e t a b o l i z a c i ó n  de m a t e r i a l  i n s o l u b l e  con f o r m a c ió n  de 
C0a , l a  c u a l  va  acompañada p o r  una l i c u e f a c c i ó n  en e l  medio 
de c u l t i v o  p e r o  no de s í n t e s i s  de b io m as a.
T a b l a  2 . Si R e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e s c a l a  de e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s
em pleando 7 .  r e e s e i .
de p r o c e s o Volumen de
<h> NH*0H
( m L . L - M
0 0
2 5 , 5 2 , 4
4 8 , 0 3 , 6
7 2 , 0 4 , 8
9 0 , 8 4 , 8
Peso seco P r o t e i n a
< g . L - M <g. L - 1 )
8 7 , 0 2 , 9
6 7 , 4 4 , 7
6 0 , 7 9 ,1
5 4 , 4 9 , 2
4 8 , 0 9 , 2
2 . 3 . 2 .  E n s a y o s  en s i s t e m a  de c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  con a l i m e n t a c i ó n  
c o n t r o l a d a .
En v i r t u d  de l a s  a n t e r i o r e s  o b s e r v a c i o n e s ,  se pensó en l a  
p o s i b i l i d a d  de t r a b a j a r  en un s i s t e m a  con a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o ,  
comenzando con un medio de c u l t i v o  d i l u i d o  e i r  a d i c i o n a n d o ,  en 
f u n c i ó n  de a l g ú n  p a r á m e t r o  de p r o c e s o ,  p o r c i o n e s  de uno más 
c o n c e n t r a d o  h a s t a  l l e g a r  a una r e l a c i ó n  f i n a l  de s ó l i d o s  mayor que 
l a  que se puede l o g r a r  en s i s t e m a s  d i s c o n t i n u o s  p o r  l o s  p ro b le m a s  de 
a g i t a c i ó n  ya  d e s c r i p t o s .  P a ra  t a l  f i n  se empleó e l  d o s i f i c a d o r  de 
s u s t r a t o s  p a s t o s o s  ya m encionado con l a  a l i m e n t a c i ó n  c o n t r o l a d a  
m e d ia n te  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de o x i g e n o  d i  s u e l t o  en e l  medio de 
c u l t i  v o .
P a ra  d e m o s t r a r  l a  f a c t i b i l i d a d  d e l  s i s t e m a  se e f e c t u a r o n  en sayo s 
con 7 .  r f t j f i  en e l  medio de c u l t i v o  3 d i l u i d o  2 , 2  v e c e s  y se
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T i  empo
c a r g ó  al  d o s i f i c a d o r  con el  mismo medio s i n  a d i c i ó n  de agua y s i n  
n e u t r a l i z a r  a l o s  e f e c t o s  de e v i t a r  el  d e s a r r o l l o  de c o n t a m i n a n t e s .  La 
e v o l u c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de o x i g e n o  di  s u e l t o  d u r a n t e  l a  
e t a p a  de a l i m e n t a c i ó n  se g r á f i c a  en l a  F i g .  2 . 3 .  E l  r e s t o  de l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se m ues t r an  en l a  T a b l a  2 . 6  donde podemos 
o b s e r v a r  que l o s  n i v e l e s  v o l u m é t r i c o s  de p r o t e i n a  a l c a n z a d o s  no 
d i f i e r e n  s u b s t a n c i  al  mente al  de l o s  p r o c e s o s  a n t e r i o r e s ,  
o b s e r v á n d o s e  un de s c e n s o  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  p r o t e i c a  d u r a n t e  l a  
e t a p a  de a d i c i ó n ,  l o  que i n d i c a  que l a  v e l o c i d a d  de s í n t e s i s  
p r o t e i c a  es i n f e r i o r  a l a  de a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o .  No o b s t a n t e ,  
el  r e n d i m i e n t o  t o t a l  de l  p r o c e s o  se ve i n c r e m e n t a d o  d e b i d o  al  mejor  
a p r o v e c h a m i e n t o  del  volumen ú t i l  del  r e a c t o r  p u e s t o  que e l  peso seco 
se i n c r e m e n t a  en un 27 7. a l o  l a r g o  del  p r o c e s o .
Fig.  2 . 3 .  O x í g e n o  d i s u e l t o  y v o l u m e n  t o t a l  de un p r o c e s o  
d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o .
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T a b l a  2.6# R e s u l t a d o »  o b t e n i d o »  en c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o  en 
t e r m e n t a d o r e s  a g i t a d o »  empleando 7 -  reese i.
iempo de p r o c e s o Volumen de Peso seco
<h) NhUOH
( m L . L “ M
( g . L - * )
0 0 3 9 , 0
8 , 0 1 , 0 3 5 , 0
2 2 , 5 2 , 0 3 0 , 5
3 1 , 0 4 , 5 2 9 , 1
4 7 , 0 9 , 5 3 3 , 3
5 2 , 5 1 6 ,7 4 2 , 5
6 0 , 0 2 2 , 0 4 9 , 5
La a l i m e n t a c i ó n de s u s t r a t o se r e a l i z ó  en
o m p re n d id o  e n t r e  l a s h o r a s  45 y 55 de p r o c e s o
F r o t e ! n a
<g.L_ i )
1 .4
1,6
1.9
2 . 9  
2 , 7  
5 , 1
7 . 5
el  p e r i o d o
De l o s  d e s c r i p t o  a n t e r i o r m e n t e  se puede i n f e r i r  que en esas 
c o n d i c i o n e s  de t r a b a j o  l a  c i n é t i c a  l i m i t a n t e  d e l  p r o c e s o  es l a  
v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  de l  hongo.  A -f in  de s a l v a r  e s t e  
i n c o n v e n i e n t e ,  se d i s e r ta r o n  e x p e r i m e n t o s  con c u l t i v o s  m i x t o s  de 
l e v a d u r a  y hongo en s i s t e m a  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o .  En e l l o s  se 
i n t e n t ó  a p r o v e c h a r  l a  mayor e f i c a c i a  de c o n v e r s i ó n  de o r u j o  a 
p r o t e  i' na p o r  p a r t e  de S .  !  ipolyt ice (m edid a como P r o t e i n a  
p r o d u c i d a / D i s m i n u c i ó n  de peso s e c o )  que d e t e r m i n a d a  en l o s  p r o c e s o s  
en e r l e n m e y e r s  es e l  d o b l e  que l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a ra  el  hongo y 
su mayor v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  c a p a c i d a d  
h i d r o l i t i c a  de l a s  e n zim a s  p r o d u c i d a s  p o r  7 .  reesei 
f a v o r e c e r í a  l a  d i s m i n u c i ó n  de l a  v i s c o s i d a d  del  medio de c u l t i v o .
L o s  i n ó c u l o s  de e s t o s  p r o c e s o s  c o n s i s t i e r o n  en 800 mL de un 
c u l t i v o  en e r l e n m e y e r  de S .  lipolytica de 12 h de d e s a r r o l l o  en el  
medio de c u l t i v o  4 y 500 mL de c u l t i v o  en e r l e n m e y e r  de 7 .  reese i 
de 72 h d e s a r r o l l a d o  en e l  medio 3 ,  a l  c u a l  se l e  a g re g ó  300 g de 
o r u j o  p r e t r a t a d o  y se c o m p l e t ó  a 2 L con agua y e l  r e s t o  de l o s  
componentes d e l  medio 3 .  E l  d o s i f i c a d o r  f u e  c a r g a d o  como en e l  caso 
a n t e r i o r  con e l  m edio 3 s i n  a d i c i ó n  de agua y  s i n  n e u t r a l i z a r .  Los 
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se m ue stra n  en l a  F i g .  2 . 4 .
Como se puede o b s e r v a r , h a s t a  apro xim a dam ente  l a  h o r a  20 de 
p r o c e s o  d e s a r r o l l a d o  en form a d i s c o n t i n u a ,  no e x i s t e n  v a r i a c i o n e s  
i m p o r t a n t e s  de masa de c a l d o  d e b i d o  a l  e f e c t o  c o m p e n s a t o r i o  del
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A .  C u l t i v o  m i x t o  a l i m e n t a d o .
o V a l o r e s  t o t a l e s  sobre el e j e  i z q u i e r d o  de o r d e n a d a s .
•  V a l o r e s  v o l u m é t r i c o s  sobre  el e j e  derecho de o r d e n a d a s .
La a l i m e n t a c i ó n  se r e a l i z ó  e n t r e  las hor as  20 y 50 de proceso
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a g re g a d o  de A l c a l i .  C o n s e c u e n c ia  de e s t o  es que se mantuvo una buena 
p r o p o r c i o n a l i d a d  e n t r e  l o s  v a l o r e s  v o l u m é t r i c o s  y t o t a l e s  de l o s  
demás p a r á m e t r o s .  En e s t e  i n t e r v a l o ,  e l  o x i g e n o  d i s u e l t o  
d e s c e n d i ó  a v a l o r e s  del  40 7. p a r a  s u b i r  l e n t a m e n t e  al  v a l o r  de 80 7. 
a l  f i n a l  de l  mismo, dándose a s i  i n i c i o  al  c u l t i v o  a l i m e n t a d o .
Los a z ú c a r e s  s o l u b l e s  m o s t r a r o n  un c o m p o r ta m ie n to  que no se 
c o r r e s p o n d e  con l o s  v a l o r e s  de p r o t e l n a  y A l c a l i  co nsu m id o .  E s t o  
p o d r í a  e s t a r  a s o c i a d o  a una d i s o l u c i ó n  de p e c t i n a s  p r e s e n t e s  en el  
o r u j o  que i n t e r f i e r e n  c o o p e r a t i v a m e n t t e  en l a  medida de a z ú c a r e s  por 
e l  método de a n t r o n a ,  s i e n d o  r e s p o n s a b l e s ,  j u n t o  con l a  
d e s a g r e g a c i ó n  m ecánica  de l o s  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n ,  del 
aumento de v i s c o s i d a d  del  medio que se t r a d u c e  en un aumento de l a  
p o t e n c i a  c o n s u m id a .  Por  o t r a  p a r t e  debe t e n e r s e  en c u e n t a  l a  a c t i v i d a d  
h i d r o l i t i c a  p r e s e n t e  en e l  i n ó c u l o  en l a  l i b e r a c i ó n  de 
g l ú c i d o s  s o l u b l e s  y m o d i f i c a c i ó n  de l a s  p r o p i e d a d e s  r e o l ó g i c a s  
del  s i s t e m a .
La e t a p a  de c u l t i v o  a l i m e n t a d o  p o d r í a  s e r  c o n s i d e r a d a  como una 
s u c e s i ó n  de e s t a d o s  t r a n s i t o r i o s  d e b i d o  al  hecho de que se 
e f e c t u a r o n  a d i c i o n e s  d i s c r e t a s  en form a de p u l s o s  c o n t r o l a d o s  con una 
v e l o c i d a d  de a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o  c a m b ia n te  en f u n c i ó n  de l a  
r e s p u e s t a  d e l  c u l t i v o .
A e x c e p c i ó n  de l a s  d i v e r g e n c i a s  o b s e r v a d a s  e n t r e  l a s  c u r v a s  
c o r r e s p o n d i e n t e !  a l  consumo de p o t e n c i a ,  e l  r e s t o  de l o s  p a r á m e t r o s  
m u e s tra n  un c o m p o r t a m i e n t o  a c o r d e  a l  a g re g a d o  de s u s t r a t o  f r e s c o .  Los 
v a l o r e s  de consumo de p o t e n c i a  p o r  u n i d a d  de volumen o b s e r v a d o s  
m u e s tra n  l a  v e n t a j a  del  empleo de c u l t i v o s  m i x t o s  en e s t e  t i p o  de 
s i s t e m a  p u e s t o  que se p r o d u c e  una i m p o r t a n t e  d i s m i n u c i ó n  en e l  v a l o r  
de e s t e  p a r á m e t r o .
Con r e s p e c t o  a l a  p r o d u c c i ó n  de p r o t e í n a s  se debe r e s a l t a r  
que se a l c a n z a n  v a l o r e s  v o l u m é t r i c o s  de l  o rd e n  de 15 g . L - 1  que 
d u p l i c a n  a l o s  o b t e n i d o s  en p r o c e s o s  a n t e r i o r e s  con un 1 5 , 6  7. de 
p r o t e l n a  en peso s e c o .
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2.4. CONCLUSIONES
Lo® r e b u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l a s  e x p e r i e n c i a s  d e s c r i p t a s  i n d i c a n  
l a  f a c t i b i l i d a d  t é c n i c a  del  e n r i q u e c i m i e n t o  p r o t e i c o  del  o r u j o  de 
manzana p o r  v í a  f e r m e n t a t i v a ,  l o g r á n d o s e  un p r o d u c t o  de 
c o m p o s i c i ó n  a p t a  p a r a  su u t i l i z a c i ó n  en l a  e l a b o r a c i ó n  de 
a l i m e n t o s  b a la n c e a d o s  p a r a  a n i m a l e s  r u m i a n t e s .  En l a  T a b l a  2 . 7  se 
m u e s tra  l a  c o m p o s i c ió n  q u í m i c a  d e l  p r o d u c t o  f i n a l  seco comparada 
con l a  de a l f a l f a ,  l o  que s u g i e r e  que s o la m e n te  se r e q u e r i r l a  un 
a j u s t e  en e l  c o n t e n i d o  de f i b r a .
T a b l a  2 . 7 t  C o m p o s ic ió n  q u í m i c a  (7. es base s e c a )  c o m p a r a t i v a  del 
o r u j o  de manzana f e r m e n t a d o  y de l a  a l f a l f a  itledicago sativa).
O r u j o  de manzana f e r m e n ta d o  A l f a l f a
P r o t e i  ñas 1 5 , 6 16,1
F i b r a  c r u d a 9 ,1 3 0 , 0
L í p i d o s  c r u d o s 4 ,1 3 , 7
C a r b o h i d r a t o s  t o t a l e s 3 7 , 0 4 1 , 0
Geni z a s 8 , 9 9 , 0
Por o t r a  p a r t e ,  debe r e s a l t a r t s e  e l  hecho de que p a ra  e s t a s  
e x p e r i e n c i a s  se ha empleado un o r u j o  p a r c i a l m e n t e  d e g rad ado  por  l a  
f l o r a  n a t u r a l  con r e n d i m i e n t o s  i n t e r e s a n t e s ,  l o  que a b re  l a  
p o s i b i l i d a d  de que con e l  uso de un m a t e r i a l  f r e s c o  se o btengan 
m e j o r e s  r e s u l t a d o s .  Una p r u e b a  de e l l o  f u e r o n  l o s  v a l o r e s  l o g r a d o s  
usando una pequefta p a r t i d a  de o r u j o  f r e s c o  (que f u e  c o n g e l a d o  
in m e d ia t a m e n t e  a l a  s a l i d a  de l a  p r e n s a  y m a n te n id o  es esa c o n d i c i ó n  
h a s t a  su empleo p a r a  e v i t a r  l a  p r o l i f e r a c i ó n  m i c r o b i a n a )  en l o s  
medios de c u l t i v o  2 y 3 en p r o c e s o s  en e r l e n m e y e r  con T. raesei, 
donde se a l c a n z a r o n  t e n o r e s  del  19 a l  22 7. de p r o t e i n a  en el  
p r o d u c t o  f i n a l  s e c o .  E s t o s  v a l o r e s  p e r m i t i r í a n  e l  uso de e s t e  
p r o d u c t o  en l a  a l i m e n t a c i ó n  de a n im a l e s  m o n o g á s tr i  e o s , que son 
más e x i g e n t e s  en c u a n t o  a l  n i v e l  p r o t e i c o  r e q u e r i d o  en s u s  d i e t a s .
Además se ha d e m o s tra d o  que e l  empleo de un s i s t e m a  d i s c o n t i n u o  
a l i m e n t a d o  en form a c o n t r o l a d a  p e r m i t e  e l  e s t a b l e c i m i e n t o  de una
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p o b l a c i ó n  m i x t a  con mayores r e n d i m i e n t o s  en p r o t e l n a  p o r  u n id a d  de 
volumen y buenos n i v e l e s  en el  p r o d u c t o  f i n a l  s e c o ,  al  mismo t ie m p o  
que r e d u c e  e l  consumo de p o t e n c i a  po r  u n i d a d  de volumen a v a l o r e s  
i n f e r i o r e s  a l o s  c o r r e s p o n d í  e n t e s  a un s i s t e m a  o r u j o  de m anzana-agua 
d o b le m e n te  d i l u i d o .
Nuevas e x p e r i e n c i a s  en e s c a l a  mayor con una p o s t e r i o r  
e v a l u a c i ó n  del  p r o d u c t o  o b t e n i d o  en a n i m a l e s  de e x p e r i m e n t a c i ó n  
p e r m i t i r á n  d e t e r m i n a r  l a  u t i l i d a d  y l a  r e n t a b i l i d a d  del  p r o c e s o .  A 
t a l  e f e c t o  se r e q u i r i ó  l a  c o l a b o r a c i ó n  de i n d u s t r i a l e s  j u g u e r o s ,  
ya que l a  i n f r a e s t r u c t u r a  de n u e s t r o s  l a b o r a t o r i o s  no l o  p e r m i t í a .
S i n  embargo y como se d i j o  en l a  I n t r o d u c c i ó n  de e s t a  T e s i s ,  l a  
mencionada c o l a b o r a c i ó n  que en un p r i n c i p i o  se nos h a b l a  p r o m e t i d o  
no se l o g r ó ,  p o r  l o  que l a m e n ta b le m e n te  no podemos a s e v e r a r  que e s t e  
t i p o  de p r o c e s o s  pueda t e n e r  un r é d i t o  eco nó m ico  s i g n i f i c a t i v o .
Es i m p o r t a n t e  r e s a l t a r  un p ro b le m a  que puede p l a n t e a r s e  desde el 
p u n t o  de v i s t a  eco nó m ico  y que se r e f i e r e  al c o s t o  de secado del 
p r o d u c t o  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n .  En e s t e  s e n t i d o  es i n t e r e s a n t e  
t e n e r  p r e s e n t e  l a  p o s i b i l i d a d  de c o n s u m ir  e l  a l i m e n t o  en f r e s c o  como 
t a l  s i n  n e c e s i d a d  de s e c a d o ,  o b i e n  complementando l a  f e r m e n t a c i ó n  
con una e t a p a  de a n a e r o b i o s i s  u t i l i z a n d o  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y 
c o n s u m i r l o  i g u a l m e n t e  en f r e s c o .  E s t a  p o s i b i l i d a d  fu e  dem ostrada en 
n u e s t r o  p a í s  en l a  p r o d u c c i ó n  de un a l i m e n t o  p a r a  a n im a l e s  que 
c o n t e n í a  e n t r e  75 y 80 7. de a g u a ,  u t i l i z a d o  en a l i m e n t a c i ó n  de 
v a c u n o s  a c o r r a l  y que p o d í a  c o n s e r v a r s e  d u r a n t e  30 d í a s  s i n  
a l t e r a c i o n e s  ( D i a z  L o z a n a ,  «J• y E r t o l a ,  R. , 1 9 7 9 ) .
F i n a l m e n t e ,  debe r e s a l t a r s e  que l a  e x p e r i e n c i a  a d q u i r i d a  con 
r e s p e c t o  a l  manejo de un s u s t r a t o  con l a s  p e c u l i a r i d a d e s  de l  o r u j o  de 
manzana f a c i l i t ó  e l  d e s a r r o l l o  de l o s  t r a b a j o s  que c o n s t i t u y e n  e l  
c a p i t u l o  4 de e s t a  T e s i s  que se r e f i e r e  a l a  p r o d u c c i ó n  de en zim as 
p e c t o l i t i c a s .
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CAPITULO 3t FERMENTACION DE SUSTRATOS SQLIQQS
3 . 1 .  INTRODUCCION
Lo s t r a b a j o s  c o r r e s p o n d í  e n t e s  al  c a p í t u l o  4 ,  que se r e f i e r e  a 
l a  p r o d u c c i ó n  de e n z im a s  p e c t o l í t i  c a s ,  f u e r o n  d e s a r r o l 1 ados 
m e d ia n te  una t é c n i c a  de c u l t i v o  l la m a d a  f e r m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o s  
s ó l i d o s .  E s t e  no es un p r o c e d i m i e n t o  muy d i f u n d i d o  en e l  campo de l a  
B i o t e c n o l o g í a ,  p o r  l o  que c r e o  c o n v e n i e n t e  l a  i n c l u s i ó n  de un 
c a p i t u l o  p r e v i o  donde se d e s c r i b a n  l o s  a s p e c t o s  más i m p o r t a n t e s  de 
e s t e  tema.  E n t r e  e l l o s  merecen c i t a r s e  una r e f e r e n c i a  g e n e r a l  a e s t a  
m e t o d o l o g í a ,  d i s t i n t o s  e j e m p l o s  donde se pone en p r á c t i c a  y una 
c o m p a r a c ió n  f i n a l  con l o s  c l á s i c o s  p r o c e s o s  en m edios l í q u i d o s  
ag i  t a d o s .
La d e n o m in a c ió n  de f e r m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o s  s ó l i d o s  (FSS)  
p r o v i e n e  de l a  t r a d u c c i ó n  de l  i n g l é s  de “ s o l i d  s u b s t r a t e  
f e r m e n t a t i o n “ , e x p r e s i ó n  em pleada p a r a  d e s i g n a r  a “ to d a  
f e r m e n t a c i ó n  en l a  c u a l  e l  s u s t r a t o  no e s t á  en e s t a d o  l i q u i d o "  
( H e s s e l t i n e ,  C . W . ,  1 9 7 2 ) .  Más p r e c i s a m e n t e  se p o d r í a  d e c i r  que son
a q u e l l o s  p r o c e s o s  donde e l  s u s t r a t o  no e s t á  n i  s o l u b i l i z a d o  ni en 
s u s p e n s i ó n  en un g r a n  volum en de agua.
E s t a  t e c n o l o g í a  no debe s e r  c o n f u n d i d a  con l a  a n t i g u a  
d e n o m i n a c i ó n  de c u l t i v o  en s u p e r f i c i e ,  ya sea s o b r e  s u s t r a t o s  
l í q u i d o s  o s ó l i d o s ,  que se r e f i e r e  fu n d a m e n ta lm e n te  al  t i p o  de 
c r e c i m i e n t o  de l  m i c r o o r g a n i s m o  empleado (M o o -Y o u n g ,  N. y c o l . ,  1 9 8 3 ) .  
En l a  p r á c t i c a ,  l a s  FSS se l l e v a n  a cabo s o b r e  m edios p a s t o s o s  de 
a l t a  d e n s i d a d  en a u s e n c i a  de l í q u i d o  l i b r e ,  o r i g i n a n d o  l o s  l la m a d o s  
s i s t e m a s  de c u l t i v o  semi s ó l i d o s  o s ó l i d o s  según e l  c a s o .
Una d i f e r e n c i a  s u b s t a n c i a l  que e x i s t e  e n t r e  e l  d e s a r r o l l o  de l o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  en un medio l i q u i d o  con s ó l i d o s  en s o l u c i ó n  
f r e n t e  a l  que t i e n e  l u g a r  s o b r e  un s u s t r a t o  s ó l i d o  es que en e l  
p r i m e r  c a s o  l a  t o t a l i d a d  de l o s  n u t r i e n t e s  es i g u a l m e n t e  a c c e s i b l e  y 
e s t á  homegéneamente d i s t r i b u i d a ,  m i e n t r a s  que en e l  o t r o  no l o
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e s ,  al  menos i n i c i a l  mente. A q u í ,  l a  c a n t i d a d  n e t a  de s u s t r a t o s  
m e t a b o l i z a b l e s  puede a u m e n ta r ,  perm anecer  c o n s t a n t e  o d i s m i n u i r  
d u r a n t e  e l  p r o c e s o ,  en cam bio  en un medio l i q u i d o  s i e m p r e  d i s m in u y e  
( K n a p p , J . S .  and H o w e l1,  J . A . ,  1 9 8 0 ) .
L o s  s u s t r a t o s  no rm alm ente  empleados en l a s  FSS son s ó l i d o s  
p o r o s o s ,  g r a n o s  de c e r e a l e s ,  p r o d u c t o s  v e g e t a l e s  o m i n e r a l e s  
g r a n u l a d o s  o f r a g m e n t a d o s .  En e l l o s  e l  agua se e n c u e n t r a  b a j o  l a  forma 
de agua de c o n s t i t u c i ó n  o l i g a d a  a l o s  s ó l i d o s  m e d ia n te  d i f e r e n t e s  
t i p o s  de f u e r z a s  ( c o v a l e n t e s ,  i ó n i c a s ,  h i g r o s c ó p i c a s  o c a p i l a r e s ) .
En n i n g ú n  c a so  e l  agua puede o c u p a r  l a  t o t a l i d a d  de l o s  e s p a c i o s  
l i b r e s  y no debe de e s c u r r i r  l i b r e m e n t e  ( R a i m b a u l t ,  l i . , 1 9 8 0 ) .
No es f á c i l  e s t a b l e c e r  un r a n g o  e x a c t o  de humedad e n t r e  l o s  
c u a l e s  t i e n e  l u g a r  e s t e  t i p o  de f e r m e n t a c i o n e s .  El  l i m i t e  i n f e r i o r  
e s t á  dado p o r  un 12 7. p o r  d e b a j o  del  c u a l  cesa to d a  a c t i v i d a d  
b i o l ó g i c a  ( G o l u e k e ,  C . G . , 1 9 7 7 ) .  E l  l i m i t e  s u p e r i o r  depende de l a  
c a p a c i d a d  de a b s o r c i ó n  de l i q u i d o  de l  s u s t r a t o  empleado que,  por 
e j e m p l o ,  en el  c a so  de 1 a c o r t e z a  de a r c e  es del 40 7. y en 1 a p a j a  de 
t r i g o  de l  75 7. (C anne l  , E .  and M o o -Y o u n g ,  M. , 1980 a ) .  En l a  m ayo ría  
de l o s  s u s t r a t o s  empleados em pie za  a a p a r e c e r  l í q u i d o  l i b r e  por 
encima del  80 7. de humedad.
E x i s t e n  muchos m i c r o o r g a n i s m o s  c a p a c e s  de d e s a r r o l l a r  s o b re  
s u s t r a t o s  s ó l i d o s  p e r o  l o s  que m e jo r  se ad aptan  son l o s  hongos 
f i l a m e n t o s o s .  E s t o  es l ó g i c o  ya que e l l o s  c r e c e n  en e l  medio 
a m b ie n te  s o b r e  m a t e r i a l e s  t a l e s  como madera,  h o j a s  y  r e s t o s  v e g e t a l e s  
con b a j a  humedad. Un c a s o  e x tre m o  l o  e n co n tra m o s  en Eurotiuw 
halophilicum capaz de c r e c e r  s o b r e  g r a n o s  de t r i g o  con una humedad 
de s ó l o  e l  1 3 -1 4  7.. L a s  b a c t e r i a s  y l e v a d u r a s  pueden h a c e r l o  con 
n i v e l e s  de humedad e n t r e  e l  40 y 70 X como en e l  c a so  de l  compost y el  
e n s i  1 ado.
Lo s B t r e p t o m y c e s  no han s i d o  en sa ya d o s  en FS8 aunque es p r o b a b l e  
que l o  hagan s a t i s f a c t o r i a m e n t e .  Una r e f e r e n c i a  c i t a  l a  e l a b o r a c i ó n  
de un p r e p a r a d o  d e s t i n a d o  a a l i m e n t a c i ó n  anim al  a p a r t i r  de l  c u l t i v o  
de Str*ptowyc*g murtofmcimns s o b r e  g r a n o s  de m i j o  ( H e s s e l t i n e ,
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c . W . , 1977 a ) .
E n t r e  l o s  hongos e x i s t e n  v a r i o s  g é n e r o s  que se han empleado en 
mayor e x t e n s i ó n  en l a s  F S S .  E l l o s  son l o s  tiucor y Rhizopus 
d e n t r o  de l o s  P h y c o m y c e t e s , l o s  Aspergi1lus y  l o s  P*n ici1¡uw 
en l o s  A s c o m y c e te s  y l o s  l l a m a d o s  " w h i t e  r o t  f u n g í "  en l o s  
Basi  d i  o m y c e te s .
La u t i l i z a c i ó n  de s u s t r a t o s  s ó l i d o s  no es r e c i e n t e  y e x i s t e n  
numerosas f e r m e n t a c i o n e s  a l i m e n t a r i a s  ba sadas en e s t e  t i p o  de p r o c e s o s  
que han s i d o  p r a c t i c a d a s  con t é c n i c a s  t r a d i c i o n a l e s  desde hace 
muchos aftos. Por  o t r a  p a r t e ,  sus  a p l i c a c i o n e s  han c o n t r i b u i d o  al 
d e s a r r o l l o  de l a  m i c r o b i o l o g í a  i n d u s t r i a l  y de l a  b i o t e c n o l o g í a  
d e b i d o  a que,  en a l g u n o s  ca s o s  dan cam ino s a l t e r n a t i v o s  de 
p r o d u c c i ó n  y ,  en o t r o s ,  son l a  ú n i c a  v í a  de e l a b o r a c i ó n  de un 
d e t e r m i n a d o  p r o d u c t o .
3 . 2 .  D I S T I N T O S  EJEMPLOS DE FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS
En l a  n a t u r a l e z a  l o s  s u s t r a t o s  s ó l i d o s  t a l e s  como r e s i d u o s  
a n i m a l e s  y v e g e t a l e s ,  m adera,  r e s t o s  de c u l t i v o s ,  f r u t o s ,  e t c . ,  s u f r e n  
una s e r i e  de p r o c e s o s  m i c r o b i a n o s  que l o s  de grad an y t r a n s f o r m a n .  
N o rm a lm e n te ,  l o s  c i c l o s  b i o l ó g i c o s  i n c l u y e n  una s u c e s i ó n  de 
c o l o n i z a c i o n e s  de m i c r o o r g a n i s m o s  que f i n a l i z a n  con l a  e l i m i n a c i ó n  
de l a  m a t e r i a  o r g á n i c a .  Desde un p u n t o  de v i s t a  i n d u s t r i a l ,  e s t a  
c l a s e  de p r o c e s o s  puede s e r  a p ro v e c h a d a  c o n t r o l a n d o  su e v o l u c i ó n  de 
d i v e r s o s  modos como, p o r  e j e m p l o ,  m e d ia n te  el  empleo de un t i p o  
e s p e c i f i c o  de m i c r o o r g a n i s m o  cuando se desea o b t e n e r  un d e t e r m i n a d o  
p r o d u c t o  o v a r i a n d o  l a s  c o n d i c i o n e s  b a j o  l a s  c u a l e s  se l l e v a  a cabo el 
p r o c e s o .  A c o n t i n u a c i ó n  se resumen l a s  p r i n c i p a l e s  c a r á c t e r i s t i  cas 
de d i s t i n t o s  e j e m p l o s  de FSS.
Las  FSS pueden c l a s i f i c a r s e  de a c u e r d o  a l o s  m i c r o o r g a n is m o s  
empleados s i  é s t o s  son p r o p i o s  d e l  s u s t r a t o  a s e r  f e r m e n ta d o  o ,  s i  
p o r  e l  c o n t r a r i o ,  se l o s  a g r e g a  e x p r o f e s o .  D e n t r o  de l  p r i m e r  t i p o  se 
e n c u e n t r a  e l  e n s i l a d o  c u y o  o b j e t i v o  es  l a  c o n s e r v a c i ó n  de a l i m e n t o s
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p a r a  a n i m a l e s  p o r  l a r g o s  p e r í o d o s  de t i e m p o .  P ara  e l l o  se forman 
m o n t í c u l o s  ( p a r v a s )  de m a t e r i a l e s  de o r i g e n  v e g e t a l  que se d e ja n  
f e r m e n t a r  l i b r e m e n t e  con un d e s a r r o l l o  p re d o m i n a n t e  de 1a c t o b a c i 1 o s.  
D u r a n t e  e l  p r o c e s o  se p r o d u c e  á c i d o  l á c t i c o  que b a j a  e l  pH a 
v a l o r e s  que im p id e n  e l  d e s a r r o l l o  de o t r o s  m i c r o o r g a n i s m o s  con l o  que 
se l o g r a  l a  e s t a b i l i z a c i ó n  de l  m a t e r i a l  ( P r e s c o t t ,  S . C .  and Dunn,
C . G . ,  1 9 4 9 ) .
□ t r o  p r o c e s o  con f l o r a  n a t i v a  es e l  compost  en e l  c u a l ,  a l a  
i n v e r s a  de l  caso  a n t e r i o r ,  l o  que se busca es 1 a mayor d e g r a d a c i ó n  
p o s i b l e  de l  s u s t r a t o .  P a ra  e l l o  se emplean d i v e r s o s  s u s t r a t o s  t a l e s  
como m a t e r i a l e s  v e g e t a l e s ,  e s t i é r c o l , r e s i d u o s  u r b a n o s ,  e t c . ,  que 
s u f r e n  un a ta q u e  p o r  l a  f l o r a  t e r m ó f i l a  con f o r m a c i ó n  de un 
p r o d u c t o  d e s t i n a d o  g e n e r a l m e n t e  al  uso como f e r t i l i z a n t e .
D e n t r o  de l a s  F6S con c u l t i v o s  p u r o s  de m i c r o o r g a n i s m o s  
e n c o n t ra m o s  a l a  p r o d u c c i ó n  de quesos f e r m e n t a d o s  c u y o  e j e m p lo  
t í p i c o  es e l  r o q u e f o r t .  O t r o  c a so  es e l  c u l t i v o  de hongos 
c o m e s t i b l e s  t a l e s  como Agaricus bisporus y Volvariella 
volvacea s o b r e  compost  e s p e c i a l e s  ( H a y e s ,  W.A. and N a i r ,  N .G .  ,
1 9 7 5 ) .  S i n  em bargo,  e l  e j e m p l o  más i m p o r t a n t e  l o  c o n s t i t u y e n  l a s  
f e r m e n t a c i o n e s  a l i m e n t a r i a s  o r i e n t a l e s  ya  que han c o n s t i t u i d o  l a  
base s o b r e  l a  c u a l  se han d e s a r r o l l a d o  l a  m a y o r í a  de l a s  FSS en 
e s c a l a  i n d u s t r i a l .  E x i s t e  una c a n t i d a d  de e l l a s  que son p r a c t i c a d a s  en 
C h i n a ,  C o r e a ,  Ja pón y e l  s u d e s t e  de A s i a ,  en número s u p e r i o r  al  de 
80 ( H e s s e l t i n e ,  C . W . , 1 9 6 5 ) .  En l a  m a y o r í a  de e s t o s  c a s o s ,  e l  
p r o c e s o  no i m p l i c a  un aumento en l a  c a n t i d a d  del  a l i m e n t o  s i n o  mas 
b i e n  en su c a l i d a d ,  p a r t i c u l á r m e n t e  en l a s  p o s i b i l i d a d e s  de 
c o n s e r v a c i ó n ,  s u s  p r o p i e d a d e s  f í s i c a s ,  c o l o r ,  aroma y s a b o r .  Por 
o t r a  p a r t e ,  e s t a s  f e r m e n t a c i o n e s  p e r m i t e n  e l i m i n a r  f a c t o r e s  
a n t i n u t r i c l o n a l e s  como l o s  p r e s e n t e s  en l o s  g r a n o s  de s o j a .
Una c a r á c t e r i s t i c a  común de e s t a s  f e r m e n t a c i o n e s  es que 
g e n e r a l m e n t e  poseen al  menos una e t a p a  r e a l i z a d a  en s u s t r a t o  s ó l i d o  
y  que l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  em pleados son ho ng o s.
Desde un p u n t o  de v i s t a  b r o m a t o l ó g i c o  podemos d e c i r  que en
54
e l l a s  se p ro d u c e n  e n zim a s  con p r o p i e d a d e s  d i g e s t i v a s  < a m ila s a s ,  
c e l u l a s a s ,  p r o t e a s a s ,  1 i p a s a s ,  e t c . ) ,  se d e s t r u y e n  g u s t o s  y aromas 
d e s a g r a d a b l e s  que son r e e m p l a z a d o s  po r  o t r o s  a g r a d a b l e s ,  se agregan 
v i t a m i n a s  y se aumenta l a  d i g e s t i b i 1 i dad del  a l i m e n t o .
Uno de l o s  e j e m p l o s  más r e p r e s e n t a t i v o s  es l a  e l a b o r a c i ó n  del  
k o j i  que es un p r e p a r a d o  e n z i m á t i c o  p r o d u c i d o  m e d ia n te  e l  c u l t i v o  de 
AspergiUas oryzae o Aspergíllus soyae s o b r e  a r r o z  c o c i d o  u 
o t r o s  c e r e a l e s .  Su uso es s i m i l a r  a l  de l a  m a l t a  en l o s  p a í s e s  
o c c i d e n t a l e s  ya que es un i n t e r m e d i a r i o  en l a  e l a b o r a c i ó n  de o t r o s  
a l i m e n t o s  como son l a  s a l s a  de s o j a ,  e l  sake (una b e b i d a  a l c o h ó l i c a  
t r a d i c i o n a l )  y e l  m iso  (una p a s t a  p a r a  u n t a r  usada en l o s  desayunos o 
como base p a r a  s o p a s ) .
F i n a l m e n t e ,  e l  tempeh es una com ida i n d o n e s i a  o b t e n i d a  m e diante  
l a  f e r m e n t a c i ó n  de g r a n o s  de s o j a  con Rhi zopas aligosporoas 
d u r a n t e  24 h ,  c o n s t i t u y e n d o  una f r a c c i ó n  i m p o r t a n t e  en l a  d i e t a  
d i a r i a  de l o s  h a b i t a n t e s  de aquel  p a í s  ( M a r t i n e l l i ,  A. and 
H e s s e l t i n e ,  C . W . ,  1 9 6 4 ) .
3 . 3 .  APLICACIONES IND U STR IALES  DE LA FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS
Mas a l l á  de l a  f a b r i c a c i ó n  de a l i m e n t o s  f e r m e n t a d o s ,  que en 
c i e r t o s  c a s o s  son p r o d u c i d o s  en g r a n  e s c a l a  ( k o j i ,  m is o ,  s a l s a  de 
s o j a ,  tempeh)  fu n d a m e n ta lm e n te  en e l  J a p ó n ,  l a s  FSS han dado l u g a r  a 
d i f e r e n t e s  a p l i c a c i o n e s  i n d u s t r i a l e s  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de en zim as y 
m e t a b o l i t o s .  La mayor p a r t e  de e s t a s  a p l i c a c i o n e s  d e r i v a n  d i r e c t a m e n t e  
de l o s  p r o c e d i m i e n t o s  t r a d i c i o n a l e s  y han s i d o  o p t i m i z a d a s  s o b r e  t o d o  
po r  c i e n t í f i c o s  ja p o n e s e s .  A c o n t i n u a c i ó n  se resumen a l g u n o s  de 
l o s  e j e m p l o s  más r e p r e s e n t a t i v o s  de e s t o s  p r o c e s o s .
3 . 3 . 1 .  P r o d u c c i ó n  de e n z i m a s .
3 . 3 . 1 . 1 .  Ami 1 a s a s .  A p r i n c i p i o s  de s i g l o  t u v o  l u g a r  en o c c i d e n t e  l a  
i n t r o d u c c i ó n  de un p r o c e d i m i e n t o  s i m i l a r  a l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  k o j i
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( T a k a m i n e ,  J . ,  1 9 1 4 ) .  E s t e  se basa en el  d e s a r r o l l o  de A, oryza* 
s o b r e  una m e z c la  de a f r e c h o  de t r i g o  y de a lm id ó n  de t r i g o ,  a r r o z  o 
m a í z ,  h u m i d i f i c a d a  con una s o l u c i ó n  con s a l e s  m i n e r a l e s .  La masa 
se c o l o c a  s o b r e  b a n d e j a s  m e t á l i c a s  p e r f o r a d a s  en una cámara donde 
son e s t e r i l i z a d a s  p o r  v a p o r  y l u e g o  i n o c u l a d a s  con una s u s p e n s i ó n  de 
e s p o r o s .  E l  p r o c e s o  se d e s a r r o l l a  a 30 °C con humedad c o n t r o l a d a  
d u r a n t e  v a r i o s  d í a s  en l o s  c u a l e s  se p r o d u c e  un a b un dan te  m i c e l i o  y 
una e s p o r u l a c i ó n  i n t e n s a .  La masa f e r m e n ta d a  es f i n a l m e n t e  s e c a d a ,  
m o l i d a  y  m e z c la d a  con i n e r t e s  h a s t a  l l e v a r  l a  a c t i v i d a d  a m i l o l í t i c a  
a l o s  v a l o r e s  d e se a d o s .  En e l  c a so  de n e c e s i t a r  e n zim a s  con mayor 
g r a d o  de p u r e z a  se puede l l e v a r  a cabo una e x t r a c c i ó n ,  f i l t r a c i ó n  
y p r e c i p i t a c i ó n  con s o l v e n t e s  o s a l e s .  E s t e  p r o c e s o  de p r o d u c c i ó n  
se conoce como "m o uldy  b r a n  p r o c e s s " .  Una a l t e r n a t i v a  es r e e m p l a z a r  
l a s  b a n d e j a s  de c u l t i v o  po r  c i l i n d r o s  r o t a t o r i o s  que g i r a n  l e n ta m e n te  
(1 v u e l t a  p o r  m in)  a l r e d e d o r  de un e j e  h o r i z o n t a l  a l o s  e f e c t o s  de 
e x p o n e r  t o d o  e l  s u s t r a t o  a l  a i r e  y  de h o m o g e n e iza r  el  medio de 
c u l t i  v o .
3 . 3 . 1 . 2 .  C e l u l a s a s .  L a s  c e l u l a s a s  son em pleadas como su p le m e n to s  en 
r a c i o n e s  p a r a  a n i m a l e s ,  como componente en medicamentos d i g e s t i v o s ,  
p a r a  e l  a i s l a m i e n t o  de p r o t e í n a s  v e g e t a l e s ,  en l a  e l a b o r a c i ó n  de 
p r o d u c t o s  a l i m e n t i c i o s  y en l a  d e g r a d a c i ó n  de r e s i d u o s  c e l u l ó s i c o s  
(To y a m a ,  N . , 1 9 6 9 ) .
Una m e t o d o l o g í a  c l á s i c a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de e s t a s  en zim as 
c o n s i s t e  en e l  c u l t i v o  de Trichoderua reesei s o b r e  un medio 
s ó l i d o  com puesto  p o r  a f r e c h o  de a r r o z  y germen de t r i g o  o de a r r o z  
en una r e l a c i ó n  de 4 a 1. Se i n c u b a  l a  masa a 2 5 - 3 0  «*C d u r a n t e  
4 d í a s  o b t e n i é n d o s e  una a c t i v i d a d  de a l r e d e d o r  de 1500 
F P U .m g ” 1 < f i l t e r  p a p e r  u n i t s )  (Toyam a,  N . , 1 9 7 6 ) .
En n u e s t r o  p a í s  se han d e s a r r o l l a d o  e s t u d i o s  r e l a t i v o s  a l a  
p r o d u c c i ó n  de e s t a s  e n z im a s  m e d ia n te  FSS con d i s t i n t a s  e s p e c i e s  del  
g é n e r o  Trtchodwrmm, u t i l i z a n d o  b a g a zo  de cafta de a z ú c a r  y  
a f r e c h o  de t r i g o  en d i f e r e n t e s  modelos de r e a c t o r e s  a e s c a l a  de
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l a b o r a t o r i o .  Se ha e n c o n t r a d o  que l a  c i n é t i c a  de f o r m a c i ó n  de l o s  
d i s t i n t o s  componentes del  c o m p l e j o  e n z i m á t i c o  p r o d u c i d o  se e n c u e n t r a  
d e s p l a z a d a  con r e s p e c t o  a l a  h a l l a d a  en c u l t i v o s  s u m e rg id o s  
( A l u r r a l d e ,  J . L .  y c o l . ,  1 9 8 7 ) .
3 . 3 . 1 . 3 .  O t r a s  e n z i m a s .  I n d u s t r l a l  mente se p ro d u c e n  o t r a s  en zim as en 
c u l t i v o s  s ó l i d o s  e n t r e  l a s  que se pueden m e n cio n a r  l a s  p r o t e a s a s ,  
p e c t i n a s a s  y l i p a s a s .  En l a  T a b l a  3 . 1 .  se d e t a l l a n  l a s  e n zim as 
p r o d u c i d a s ,  l o s  m ic r o o r g a n i s m o  p r o d u c t o r e s  y e l  uso a que se d e s t i n a n .
T a b l a  3 . 1 s D i f e r e n t e s  e n z im a s  p r o d u c i d a s  en c u l t i v o s  s ó l i d o s  
(a d a p t a d a  de S im ó n ,  P.  & M e u n i e r ,  R . , 1 9 7 0 ) .
En zim a  M i c r o o r g a n i s m o s
p r o d u c t o r e s
A m i l a s a s  Aspergí lias oryzae 
Aspergillus flauus 
Aspergí litis niger 
Rhizopus
Bacíllus subtílís
Ut i 1 i z a c i  ón
S a c a r i f i c a c i ó n  del  a l m id ó n .  
P a n i f i c a c i ó n .  I n d u s t r i a s  t e x t i l ,  
p a p e l e r a  y a l i m e n t i c i a .
I n v e r t a s a s  S. car 1ber gens is E l a b o r a c i ó n  de a z ú c a r  i n v e r t i d o .
P r o t e a s a s  Aspergi1Jus oryzae 
Aspergillus flauus 
M ucor
Clostri dium 
Bacíllus subtílís 
Pseudomona putida
H i d r ó l i s i s  de p r o t e í n a s .  
C l a r i f i c a c i ó n  de c e r v e z a .  
C u r t i e m b r e s .  D e t e r g e n t e s .
C e l u l a s a s  Trichoderma konigii 
Tr i choderma reesei 
Aspergillus niger
D e g r a d a c ió n  de c e l u l o s a .  
I n d u s t r i a  f a r m a c é u t i c a .  
T r a t a m i e n t o  de r e s i d u o s .
P e c t i n a s a s  Asper gi1lus sp 
Pernal lum sp. 
Botrytis sp.
C l a r i f i c a c i ó n  de j u g o s  
de f r u t a s  y v i n o s .  
I n d u s t r i a  a l i m e n t i c i a .
L a c t a s a s Candida pseudotropicalis I n d u s t r i a  l á c t e a .
L i p a s a s  Candida 1 i polyt ica I n d u s t r i a  l á c t e a .
3 . 3 . 2 .  P r o d u c c i ó n  de m e t a b o l i t o s .
E x i s t e n  d i s t i n t o s  c a s o s  de FSS p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de 
m e t a b o l i t o s .  Uno de e l l o s  es l a  e x t r a c c i ó n  de á c i d o  g á l i c o  p a ra  
l o  c u a l  se hace d e s a r r o l l a r  un Aspergillus niger s o b r e  l a s  a g a l l a s
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de r o b l e .  E s t o  conduce a l a  h i d r ó l i s i s  de l o s  é s t e r e s  y 
g l u c ó s i d o s  del  v e g e t a l  con l i b e r a c i ó n  del  c i t a d o  á c i d o  que puede 
s e p a r a r s e  p o r  l i x i v i a c i ó n  ( I k e d a ,  V. y c o l . ,  1 9 7 2 ) .
O t r o  e j e m p l o  es el  á c i d o  c í t r i c o  p a r a  l o  c u a l  se u t i l i z a n  
cepas  de A, niger que se hacen d e s a r r o l l a r  s o b r e  r e s i d u o s  f i b r o s o s  
a m i l á c e o s  (papa con p a j a  de t r i g o ) .  Co m p le ta d o  e l  p r o c e s o ,  l a  masa 
fe r m e n t a d a  se e x t r a e  con agua y e l  á c i d o  se p u r i f i c a  ( H i s a n a g a ,  W. 
and Nakamura,  S . , 1 9 6 6 ) .
En l o s  ú l t i m o s  afros se han p r o d u c i d o  m i c o t o x i n a s  t a l e s  como 
a f l a t o x i n a  y o c r a t o x i n a  po r  FSS s o b r e  g r a n o s  de a r r o z  o t r i g o .  Los 
r e n d i m i e n t o s  f u e r o n  muy s u p e r i o r e s  a l o s  o b t e n i d o s  en medios 
l í q u i d o s  t r a d i c i o n a l e s  ( L i n d e n f e l  s e r , L . A .  and C i e g l e r ,  A . ,  1 9 7 5 ) .
3 . 4 .  C A R A C TE R IS TIC A S  DEL CRECIMIENTO FUNGICO SOBRE SUSTRATOS SOLIDOS
Lo s  hongos f i l a m e n t o s o s  d e s a r r o l l a n  en c u l t i v o s  s o b r e  s u s t r a t o s  
s ó l i d o s  de d i s t i n t o  modo que como l o  hacen en m edios l í q u i d o s  
a g i t a d o s .  En un t í p i c o  t a n q u e  de f e r m e n t a c i ó n  e l  m i c e l i o  c r e c e  en 
t r e s  d i m e n s i o n e s ,  t a n t o  en l a  form a de d e s a r r o l l o  f i l a m e n t o s a  como en 
p e l l e t s .  S o b re  una s u p e r f i c i e  b i d i m e n s i o n a l  como una p l a c a  de a g a r , 
l o s  hongos c r e c e n  m e d ia n te  un d e s a r r o l l o  a p i c a l  en forma r a d i a l ,  
p r e d o m in a n t e m e n te  h a c i a  l a  zona de mayor g r a d i e n t e  de c o n c e n t r a c i ó n  
de n u t r i e n t e s .  La  v e l o c i d a d  g l o b a l  de c r e c i m i e n t o  es l i n e a l  y depende 
de l  d i á m e t r o  de l a  p e r i f e r i a  de l a  c o l o n i a  en donde e l  d e s a r r o l l o  de 
l a s  h i f a s  es e x p o n e n c i a l  y l a  v e l o c i d a d  e s p e c i f i c a  de c r e c i m i e n t o  es 
s i m i l a r  a l a s  e n c o n t r a d a s  en c u l t i v o s  l í q u i d o s  ( T r i n c i , A . P . ,  1 9 7 1 ) .
Los  m a t e r i a l e s  empleados en l a  m a y o r í a  de l a s  FSS t a l e s  como 
p a j a ,  p a s t o ,  t r o z o s  de madera y g r a n o s  de c e r e a l e s  t i e n e n  una 
s u p e r f i c i e  c o m p l e j a  que d i f i c u l t a  l a  r e a l i z a c i ó n  de un modelo de 
c r e c i m i e n t o  a p r o p i a d o .  E l  d e s a r r o l l o  se hace po r  e x t e n s i ó n  a p i c a l  de 
l a s  h i f a s  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de l  s ó l i d o ,  p e r o  l a  d i r e c c i ó n  y l a  
v e l o c i d a d  con que l o  hacen depende de l a  d i s p o n i b i l i d a d  de l o s  
n u t r i e n t e s  y de l a s  c a r á c t e r i s t i c a s  g e o m é t r i c a s  de l  s u s t r a t o .
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Una causa i m p o r t a n t e  d e b i d o  a l a  c u a l  l o s  hongos son capaces de 
c r e c e r  s o b r e  s u s t r a t o s  s ó l i d o s  en a u s e n c i a  de agua es su c a p a c id a d  
de a d h e s ió n  a l a s  s u p e r f i c i e s .  Muchos hongos pueden p r o d u c i r  
p o l i s a c á r i  dos e x t r a c e l u l a r e s  con p r o p i e d a d e s  a d h e s i v a s  ( C o r p e ,  W . A . ,  
1 9 8 0 ) .  Además, o t r o s  poseen e s t r u c t u r a s  de s o s t é n  t a l e s  como 
r i z o i d e s  y h a u s t o r i o s  gue p ro v e e n  m edios m e c á n ico s  de u n i ó n  a l o s  
s ó l i d o s .  Por  o t r a  p a r t e ,  l a  c a p a c i d a d  h i d r o l l t l c a  d e b id a  a l a  
l i b e r a c i ó n  de e n z im a s  al  medio c o n t r i b u y e  al  c r e c i m i e n t o  del 
m i c e l i o .  E s t a s  no s ó l o  p r o v e e n  s u s t a n c i a s  m e t a b o l i z a b l e s  s i n o  que 
ta m b ié n  p ro d u c e n  l a  p e r f o r a c i ó n  de l o s  s u s t r a t o s  s ó l i d o s  
a b r i e n d o  e l  cam ino p o r  e l  c u a l  l a s  h i f a s  pueden p e n e t r a r .
E s t a  p a r t i c u l a r  form a de c r e c i m i e n t o  f ú n g i c o  s o b r e  s u s t r a t o s  
s ó l i d o s  hace d i f i c u l t o s a  l a  c o r r e c t a  e v a l u a c i ó n  de l a  biomasa en 
e s t e  t i p o  de c u l t i v o s .  Muchas de l a s  t é c n i c a s  em pleadas en c u l t i v o s  
s u m e r g id o s  son i n s e r v i b l e s  en e s t o s  c a s o s .  En g e n e r a l  se puede d e c i r  
que es i m p o s i b l e  l a  s e p a r a c i ó n  de l a  biomasa del  r e s t o  del  medio de 
c u l t i v o  p o r  l o  que p a r a  su medida se hace n e c e s a r i o  l a  d e t e r m i n a c i ó n  
de un componente  de a q u e l l a  y r e f e r i r s e  al  t o t a l  en f u n c i ó n  de 
d i s t i n t a s  c o r r e l a c i o n e s .  Al r e s p e c t o  hay  que t e n e r  en c u e n t a  que e s t a s  
c o r r e l a c i o n e s  han s i d o  o b t e n i d o s  de c u l t i v o s  en m edios l í q u i d o s  por  
l o  que no s i e m p r e  son v á l i d a s  y  su a p l i c a c i ó n  es l i m i t a d a .  A lg u n o s  
de l o s  com ponentes c e l u l a r e s  que pueden e m p le a rs e  son e l  ADN, el  ARN, 
e l  A T P ,  l a s  p r o t e í n a s  t o t a l e s  <Wang, D . I . C .  y c o l . ,  1979) y el  
c o n t e n i d o  de g lu c o s a m i n a  ( S w i f t ,  M . J . ,  1973? N a n d i , B . , 1 9 7 8 ) .
Tam bién se pueden h a c e r  medidas i n d i r e c t a s  del  c r e c i m i e n t o  como l o  
son e l  consumo de O »  ( H a r r i s ,  D . , 1979$ B a j r a c h a r y a ,  R. and 
M u d g e t , R . , 1980) o de f u e n t e  de n i t r ó g e n o  ( S c h a f f e l d ,  G. and 
I l l a n e s ,  A . ,  1 9 8 2 ) ,  l a  p r o d u c c i ó n  de CQ* ( C a r r i z a l e z ,  V.  y
c o l . ,  1981; R am stack,  J . M .  y c o l - ,  1979) o l a  a c t i v i d a d  de una 
d e t e r m i n a d a  en zim a como es e l  c a so  de l a  l a c a s a  (Wood, D . A . ,  1 9 7 9 ) .
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3 . 5 .  PROBLEMAS D IFU S IO N ALE S  EN LA FERMENTACION DE SUSTRATOS BOLIDOS
3 . 5 . 1 .  T r a n s f e r e n c i a  de m a t e r i a .
3 . 5 . 1 . 1 . T r a n s f e r e n c i a  de m a t e r i a  e n t r e  p a r t í c u l a s .  La t r a n s f e r e n c i a  
de m a t e r i a ,  p a r t i c u l á r m e n t e  de 0 a y de CO*, desde l o s
e s p a c i o s  v a c í o s  h a s t a  e l  m i c r o o r g a n i s m o  es un p r o c e s o  de g ra n  
i m p o r t a n c i a  en l a s  FSS que depende de l a s  c a r á c t e r 1s t i c a s  del  
s u s t r a t o  y de su c o n t e n i d o  de agua.  Si  l a  humedad es muy a l t a  se 
d i s m i n u y e  l a  p o r o s i d a d  y t i e n d e  a i n u n d a r s e  e l  m e d io ,  p o r  l o  que l a  
c i r c u l a c i ó n  de l o s  g a s e s  se ve d i f i c u l t a d a .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  s i  l o s  
n i v e l e s  de humedad son b a j o s  se p r o d u c e  i n h i b i c i ó n  en e l  c r e c i m i e n t o  
de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s .
La t r a n s f e r e n c i a  de m a t e r i a  p a r a  una dada p o r o s i d a d  se ve 
f a c i l i t a d a  p o r  medio de un m e z c la d o  p e r i ó d i c o  del  s u s t r a t o  y por  el  
p a s a j e  f o r z a d o  de a i r e  a t r a v é s  de é l .  S i  l a  f r a c c i ó n  de 
e s p a c i o s  v a c í o s  es  a l t a  e s t o  ú l t i m o  no es n e c e s a r i o  ya que 
a q u e l l o s  c o n t i e n e n  s u f i c i e n t e  volumen como p a r a  una adecuada 
o x i g e n a c i ó n ,  aunque a v e c e s  es c o n v e n i e n t e  p a r a  f a c i l i t a r  l a  
l i b e r a c i ó n  de l  C0a p r o d u c i d o .
3 . 5 . 1 . 2 .  T r a n s f e r e n c i a  de m a t e r i a  d e n t r o  de l a s  p a r t í c u l a s .  Al 
r e s p e c t o  hay que c o n s i d e r a r  dos a s p e c t o s !  l a  d i f u s i ó n  de n u t r i e n t e s  
d e n t r o  d e l  s u s t r a t o  y l a  d e g r a d a c i ó n  del  p a r t í c u l a s  s ó l i d a s  po r  
medio de l a s  e n z im a s  l i b e r a d a s  al  m edio.  En r e l a c i ó n  al  p r i m e r  
p u n t o ,  se puede h a c e r  una c o m p a ra c ió n  con l a  s i t u a c i ó n  que t i e n e  
l u g a r  d e n t r o  de l o s  p e l l e t s  en una f e r m e n t a c i ó n  en medios 
l í q u i d o s .  S i n  em bargo,  debe h a c e r s e  l a  s a l v e d a d  de que en l a s  FSS 
ta m b i é n  hay que t e n e r  en c u e n t a  l a s  b a r r e r a s  di f u s i ó n a l e s  que 
a g re g a n  l o s  s ó l i d o s  p r e s e n t e s  p o r  l o  que en l a  a c t u a l i d a d  no e x i s t e n  
m odelos  que puedan p r e d e c i r  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de e s t o s  s i s t e m a s .
En c u a n t o  a l  segundo a s p e c t o  hay que t e n e r  en c u e n t a  que el  
c r e c i m i e n t o  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  se hace a e xpe nsas  de s u s t r a t o s
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s o l  ubi 1 i z « d o s  p o r  l a  a c c i ó n  de sus  e n z im a s .  Si  e l  medio es 
s u f i c i e n t e m e n t e  p o r o s o ,  l a s  e n z im a s  pueden d i f u n d i r  con mayor 
f a c i l i d a d  y l a  d e g r a d a c i ó n  o c u r r e  d e n t r o  de 1 a masa s ó l i d a .  L u e g o ,  
l o s  p r o d u c t o s  de su a c c i ó n  c a t a l í t i c a  deben d i f u n d i r  h a s t a  l a  
biomasa p a r a  po der  s e r  a s i m i l a d o s .  P a ra  s u s t r a t o s  de menor p o r o s i d a d ,  
l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  t i e n e  l u g a r  en l a s  a d y a c e n c i a s  de l o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  p o r  l o  que c o b ra n  i m p o r t a n c i a  l a s  en zim a s u n i d a s  a su 
p a re d  c e l u l a r .
En muchos c a s o s ,  l o s  a s p e c t o s  d i  f u s i ó n a l e s  m encionados 
c o n s t i t u y e n  l a s  e t a p a s  l i m i t a n t e s  en e l  d e s a r r o l l o  de l a  b io m a s a ,  l o  
que o b l i g a  a su m e j o r a m i e n t o  en c o n d i c i o n e s  de p r o c e s o .
3 . 5 . 2 .  T r a n s f e r e n c i a  de c a l o r .
La t r a n s f e r e n c i a  de c a l o r  en l a s  FSS e s t á  i n t im a m e n t e  
r e l a c i o n a d a  con l a  a e r e a d ó n  del  s u s t r a t o  ya que l a  m a y o r í a  de l o s  
r e a c t o r e s  em pleados no t i e n e n  d isefros  que p e r m i t a n  su c o n t r o l  po r  
o t r o s  m e d io s .  L o s  n i v e l e s  b a j o s  de humedad c r e a n  c o n d i c i o n e s  
d e s f a v o r a b l e s  p a r a  l a  e l i m i n a c i ó n  de l  c a l o r  p r o d u c i d o  en e s t e  t i p o  
de s i s t e m a s ,  s o b r e  t o d o  en r e a c t o r e s  de g r a n d e s  d i m e n s i o n e s .  E s t e  
a s p e c t o  c o n s t i t u y e  uno de l o s  p ro b l e m a s  más d i f i c u l t o s o s  de l a s  FSS 
que han hecho r e t r a s a r  su d e s a r r o l l o  con r e s p e c t o  a l o s  c l á s i c o s  
s i s t e m a s  l í q u i d o s  a g i t a d o s .
Si d u r a n t e  e l  c u r s o  de una f e r m e n t a c i ó n  es n e c e s a r i o  b a j a r  l a  
t e m p e r a t u r a  se debe aumentar l a  a e r e a d ó n  ya sea in c r e m e n ta n d o  el  
c a u d a l  de a i r e  en l o s  s i s t e m a s  e s t á t i c o s  o ,  en e l  caso de s e r  
p o s i b l e ,  l a  a g i t a c i ó n .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  s i  l a  t e m p e r a t u r a  es b a j a  
l a  a e r e a d ó n  debe d i s m i n u i r s e  con l o  que e l  c a l o r  l i b e r a d o  po r  l a  
r e s p i r a c i ó n  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  se e n c a r g a  de su e l e v a c i ó n .  Si  
es n e c e s a r i a  una d i s m i n u c i ó n  en l a  a e r e a c i ó n ,  é s t a  no debe 
l l e v a r s e  a v a l o r e s  i n f e r i o r e s  a n i v e l e s  c r í t i c o s ,  en l o s  c u a l e s  
pueden t e n e r  l u g a r  cam bio s  m e t a b ó l l e o s  i n d e s e a b l e s  en l o s  
m i c r o o r g a n i s m o s .  S i  e s t o  t i e n e  l u g a r ,  se debe tomar una d e c i s i ó n  
i n t e r m e d i a  en 1 a c u a l  ambos e f e c t o s  n e g a t i v o s  te n g a n  una i n f l u e n c i a
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m ínim a s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o  del  p r o c e s o .
En a l g u n o s  c a s o s  es n e c e s a r i o  p r e c a l e n t a r  e l  medio de c u l t i v o  al  
i n i c i o  de 1 a f e r m e n t a c i ó n  a l o s  e f e c t o s  de a l c a n z a r  l a  t e m p e r a t u r a  
ó p t im a  de p r o c e s o .  P a ra  t a l  f i n ,  e x i s t e n  d i s t i n t o s  p r o c e d i m i e n t o s  de 
a c u e r d o  al  t i p o  de t e r m e n t a d o r  em pleado.
3 . 6 .  REACTORES EMPLEADOS EN LA FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS
E l  d iserto  de r e a c t o r e s  p a r a  l a s  FSS ha s i d o  en su mayor p a r t e  
e m p í r i c o .  La a u s e n c i a  de d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  p r e c i s o s  y c o n f i a b l e s  
es l a  causa  más i m p o r t a n t e  de l a  f a l t a  de un c o n o c i m i e n t o  p r o f u n d o  
en e s t a  á r e a .  E s t o  se debe a que l a  i n s t r u m e n t a c i ó n  d i s p o n i b l e  
comunmente usada p a r a  e l  moni t o r e o  de l a s  p r o c e s o s  en medios 
l í q u i d o s ,  t a l e s  como e l e c t r o d o s  de pH, o x í g e n o  d i s u e l t o  o l o s  io n  
s e l e c t i v o s ,  no f u n c i o n a n  adecuadamente po r  l o s  b a j o s  n i v e l e s  de 
humedad. Además, l a  h e t e r o g e n e i d a d  de l o s  s u s t r a t o s  empleados j u n t o  
con l o s  b a j o s  o n u l o s  n i v e l e s  de a g i t a c i ó n  de e s t o s  s i s t e m a s  
o r i g i n a n  una g r a n  d i f e r e n c i a  de c o n d i c i o n e s  e n t r e  d i s t i n t o s  p u n t o s  del 
medio de c u l t i v o .  T o d a s  e s t a s  c i r c u n s t a n c i a s  r e s u l t a n  en una f a l t a  de 
c o n o c i m i e n t o s  en c u a n t o  a l a s  c i n é t i c a s  del  c r e c i m i e n t o  de l a  
b iomasa y l a  f o r m a c i ó n  de p r o d u c t o s ,  a l o s  r e q u e r i m i e n t o s  
n u t r i c i o n a l  es y a l  c o n t r o l  y r e g u l a c i ó n  de l a s  a c t i v i d a d e s  
m i c r o b i a n a s ,  que no n e c e s a r i a m e n t e  deben s e r  s i m i l a r e s  a l o s  
e n c o n t r a d o s  en l o s  medios l í q u i d o s .
E x i s t e n  d i f e r e n t e s  t i p o s  de r e a c t o r e s  usados en 1 a FSS que se 
pueden c l a s i f i c a r  de l  s i g u i e n t e  modos
a .  -  b a n d e j a s
b .  -  p a r v a s
c .  -  co lum na s
d .  -  ta m b o re s  r o t a t o r i o s
e .  -  t a n q u e s  a g i t a d o s
L o s  t r e s  p r i m e r o s  son s i s t e m a s  d i s c o n t i n u o s ,  en cam bio  en l o s  
demás se pueden h a c e r  p r o c e s o s  c o n t i n u o s .  L o s  p r o c e s o s  en b a n d e j a s
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o ©n p a r v a s  se c a r a c t e r i z a n  po r  s e r  l o s  de menor i n v e r s i ó n  y c o s t o  
o p e r a t i v o ,  s i n  embargo en e l l o s  no es p o s i b l e  e f e c t u a r  c a s i  n i n g ú n  
t i p o  de c o n t r o l .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  en l o s  ú l t i m o s  3 s i s t e m a s  se 
puede 1 o g r a r  un m e jo r  c o n t r o l  a c o s t a  de una mayor i n v e r s i ó n .
Las  b a n d e j a s  em pleadas p a r a  l a  FSS poseen marcos m e t á l i c o s  que 
s o s t i e n e n  m a l l a s  de a la m b re  s o b r e  l a s  c u a l e s  se c o l o c a  una capa de 
s u s t r a t o  de e n t r e  2 , 5  y 5 cm de e s p e s o r .  Normalmente e l  s u s t r a t o  se 
e s t e r i l i z a  po r  s e p a r a d o ,  se i n o c u l a  y l u e g o  se c a r g a  a s é p t i c a m e n t e ,  
aunque e x i s t e n  e q u i p o s  a u t o m a t i z a d o s  que hacen e s t o  d e n t r o  de l a s  
cám aras de c u l t i v o .  D u r a n t e  e l  p r o c e s o  se c o n t r o l a  l a  humedad y l a  
t e m p e r a t u r a  m e d i a n t e  e l  p a s a j e  de una c o r r i e n t e  de a i r e  a c o n d i c i o n a d o  
p o r  d e n t r o  del  f e r m e n t a d o r .
E x i s t e n  d i s t i n t o s  tamaftos de e q u i p o s  que van desde l a  e s c a l a  de 
l a b o r a t o r i o  pasando p o r  m odelos de p l a n t a  p i l o t o  h a s t a  l l e g a r  a l o s  
c o m e r c i a l e s  ca p a c e s  de p r o c e s a r  h a s t a  una 10 t o n  de s u s t r a t o  ( a f r e c h o  
de t r i g o  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de ami l a s a s )  p o r  d i a .  Una d e s v e n t a j a  
de e s t o s  s i s t e m a s  es l a  g r a n  á re a  n e c e s a r i a  p a r a  l o s  p r o c e s o s  en 
e s c a l a  i n d u s t r i a l .  Por e j e m p l o ,  p a r a  e l  caso  a n t e r i o r  son n e c e s a r i a s  
unas 340 b a n d e j a s  de 1 , 3  m de l a d o  ( 1100 mz t o t a l e s )  que se deben 
c a r g a r  y d e s c a r g a r  cada 36 h ,  con l o  que se in c r e m e n t a  el  c o s t o  
o p e r a t i v o  del  p r o c e s o .
P a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  de p r o c e s o s  en e s c a l a  de l a b o r a t o r i o  pueden 
e m p l e a r s e  en una e ta p a  i n i c i a l  c a j a s  de p e t r i  a sem ejanza de l a s  
b a n d e j a s  t a l  como se d e s c r i b e  en e l  c a p i t u l o  s i g u i e n t e .  E s t a s  
p r e s e n t a n  v e n t a j a s  en su m a n i p u l e o  y m e d ia n te  su uso en b a t e r í a  se 
pueden e n s a y a r  d i s t i n t a s  v a r i a b l e s  en un mismo p r o c e s o  con una gran 
econom ía de t i e m p o .
Las p a r v a s  ( d e l  i n g l é s  w in d ro w )  se emplean e x c l u s i v a m e n t e  p a ra  
p r o c e s o s  de co m p o st .  P a ra  e l l o  e l  r e s i d u o  s ó l i d o  se amontona a l a  
i n t e m p e r i e  en f i l a s  de unos 2 m de a l t o  y 4 m de ancho que son 
r e m o v i d a s  cada 2 d í a s  m e d ia n te  e l  uso de t o p a d o r a s .  Con e s t o  se 
l o g r a  una m e jo r  a e r e a c i ó n  y se a c o r t a  e l  p r o c e s o  que d u r a ,  de 
a c u e r d o  a l  s u s t r a t o  e m pleado ,  e n t r e  15 y 30 d í a s  ( C a n n e l , E .  and
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M o o - Y o u n g , M. , 1900 b ) .
Los f e r m e n t a d o r t e  en colum na s c o n s i s t e n  en t u b o s  de v i d r i o  o 
p l á s t i c o  que se r e l l e n a n  con e l  s u s t r a t o  a -fermentar  con l a  
c o n d i c i ó n  de que quede l a  s u f i c i e n t e  c a n t i d a d  de e s p a c i o s  l i b r e s  
como p a r a  p e r m i t i r  una adecuada a e r e a d ó n  del  l e c h o .  El  a i r e  
h u m i d i f i c a d o  se i n t r o d u c e  p o r  l a  p a r t e  i n f e r i o r  y l a  t e m p e r a t u r a  del 
p r o c e s o  se r e g u l a  m e d ia n te  l a  i n m e r s i ó n  de l a s  colum nas en un barto 
t e r m o s t á t i c o  ( R a i m b a u l t ,  M. and A l a z a r d ,  D. , 1 9 0 0 ) .  E s t e  t i p o  de 
f e r m e n t a d o r e s  e s t á  d e s t i n a d o  s o l a m e n t e  a e s t u d i o s  f i s i o l ó g i c o s  en 
e s c a l a  de l a b o r a t o r i o  ( R o d r i g u e z ,  J . A .  y c o l . ,  1906* G o n z á l e z ,  E.  y 
c o l . ,  1905) ya que p a r e c e  i m p r o b a b l e  su e s c a l a m i e n t o .
Lo s  ta m b o re s  r o t a t o r i o s  e s t á n  d isertad o s  a s i m i l i t u d  de l o s  
r o l  1e r s  empleados en c u l t i v o s  de t e j i d o s .  E x i s t e n  u n i d a d e s  de 
l a b o r a t o r i o  de 2 L de c a p a c i d a d  h a s t a  l a s  p l a n t a s  p i l o t o  capaces de 
f e r m e n t a r  100  kg de s u s t r a t o  que r o t a n  desde 0 , 1 5  a 15 ve c e s  por  min 
según su tamarto ( S i l m a n ,  R . W . ,  1 9 0 0 ) .  La p r e p a r a c i ó n  del 
s u s t r a t o ,  e s t e r i l i z a c i ó n ,  i n c u b a c i ó n  y secado de l  p r o d u c t o  f i n a l  
se hace d e n t r o  mismo del  ta m b o r .  Tam bién e x i s t e n  disertos  en l o s  
c u a l e s  se han a d i c i o n a d o  d e f l e c t o r e s  a l o s  e f e c t o s  de l o g r a r  un mejor 
m e z c l a d o ,  o b i e n  a g i t a d o r e s  de p a l e t a s  s i m i l a r e s  a l o s  empleados en 
l a s  amasadoras de p a n a d e r í a  ( M e y e r ,  F .  and Deschamps, F .  , 1 9 7 9 ) .
E l  d e s a r r o l l o  m i c r o b i a n o  en l o s  ta m b o re s  e s ,  en g e n e r a l ,  r á p i d o  
y u n i f o r m e .  S i n  em bargo,  a p a re c e n  d i f i c u l t a d e s  cuando se i n t e n t a  
e s c a l a r  e l  p r o c e s o  ya que e l  m i c e l i o  se rompe d e b i d o  al  e f e c t o  
m e c á n ico  de l a  a g i t a c i ó n  c u a n t o  mayor es l a  e s c a l a  de t r a b a j o .
Tam bién  se p r e s e n t a n  o t r o s  p ro b l e m a s  como son e l  c o n t r o l  de l a  
t e m p e r a t u r a ,  l a  c o n t a m i n a c i ó n  y l a  f o r m a c i ó n  de masas e s f é r i c a s  
de s u s t r a t o .
L o s  t a n q u e s  a g i t a d o s  son s i m i l a r e s  a l o s  ta m b o re s  r o t a t o r i o s  con 
l a  d i f e r e n c i a  que e l  e j e  e s t á  en p o s i c i ó n  h o r i z o n t a l .  Pueden t e n e r  
s e c c i o n e s  i n t e r n a s  y d e f l e c t o r e s  y en l u g a r  de g i r a r  e l  ta m b o r ,  como 
en e l  c a s o  a n t e r i o r ,  l o  que g i r a  es e l  e j e  c e n t r a l  p r o v i s t o  de p a l e t a s  
que remueven a l  s u s t r a t o .  En ambas c a b e c e r a s  e s t á n  c o l o c a d a s  l a
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e n t r a d a  y l a  s a l i d a  de l  a i r e  y t o d o  e l  e q u i p o  puede de sa rm a rse  p a r a  su 
l i m p i e z a  ( L i n d e n f e l  s e r , L . A .  and C i e g l e r ,  A . ,  1 9 7 5 ) .  No se han 
p u b l i c a d o  u n i d a d e s  de mayor tamaño que l a s  de l a b o r a t o r i o  y su uso 
e s t á  r e s t r i n g i d o  a l a  p r o d u c c i ó n  de pequeñas c a n t i d a d e s  de 
m e t a b o l i  t o s .
3 . 7 .  CONCLUSIONES
P a ra  f i n a l i z a r  e s t e  c a p i t u l o  se puede h a c e r  un resumen de l a s  
p r i n c i p a l e s  v e n t a j a s  y d e s v e n t a j a s  de l a  FSS en c o m p a ra c ió n  con l o s  
c l á s i c o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  con m edios l í q u i d o s  en t a n q u e s  
a g i t a d o s  ( H e s s e l t i n e ,  C . W . ,  1977 b)  .
D e n t r o  de l o s  a s p e c t o s  p o s i t i v o s  que se deben r e s a l t a r  en l a  FSS 
e s t á  e l  hecho de que d e b i d o  a l a  a u s e n c i a  de agua l i b r e  el  volumen 
de medio de c u l t i v o  p o r  gramo de s u s t r a t o  f e r m e n ta d o  es mucho menor. 
E s t o  p r o d u c e  c i e r t o s  b e n e f i c i o s :
a .  -  E l  e s p a c i o  ocupado p o r  l o s  f e r m e n t a d o r e s  es mucho menor en 
r e l a c i ó n  al  r e n d i m i e n t o  en p r o d u c t o  que en muchos ca s o s  es muy 
s u p e r i o r  a l o s  o b t e n i d o s  en medios l í q u i d o s .
b .  -  Se e v i t a  e l  t r a t a m i e n t o  de enormes vo lúm enes  de l í q u i d o s  
r e s i  d u a l  e s .
c .  -  En muchos c a s o s  no hace f a l t a  s e p a r a r  e l  p r o d u c t o  del r e s t o  
d e l  medio de c u l t i v o  ( p o r  e j e m p l o :  co m idas o r i e n t a l e s  y p r e p a r a d o s  
e n z i m á t i c o s  c r u d o s )  que con un s i m p l e  secado se l o g r a  e s t a b i l i z a r .
d .  ~ S i  es n e c e s a r i a  una e x t r a c c i ó n  del  p r o d u c t o ,  l o s  
v o lú m e n e s  de s o l v e n t e  a e m p le a r  son mucho menores d e b i d o  a l a  menor 
c a n t i d a d  de m a t e r i a l  a t r a t a r  y su mayor c o n c e n t r a c i ó n .
e .  -  L o s  l u g a r e s  de a lm a c e n a m ie n to  del  p r o d u c t o  r e c i é n  
fe r m e n t a d o  son mucho más c h i c o s .
f . -  Ya que l a s  b a c t e r i a s  n e c e s i t a n  v a l o r e s  más a l t o s  de humedad 
p a r a  po d e r  c r e c e r  y d e s a r r o l 1 a r s e ,  l o s  p ro b l e m a s  de c o n t a m i n a c i ó n  se 
ven d r á s t i c a m e n t e  r e d u c i d o s  h a s t a  e l  p u n t o  de no s e r  n e c e s a r i a  una 
e s t e r i l i z a c i ó n  c o n v e n c i o n a l  de l  m edio .  A v e c e s  es s u f i c i e n t e  un
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s i m p l e  c o c i m i e n t o  a p r e s i ó n  a t m o s f é r i c a ,  s o b r e  t o d o  como 
p r e t r a t a m i e n t o  d e l  s u s t r a t o .
Por  o t r a  p a r t e ,  l o s  medios de c u l t i v o  son r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e s ,  
con componentes n a t u r a l e s  g e n e r a l m e n t e  de c o s t o  b a j o  o n u l o .  La 
a e r e a c i ó n  se l o g r a  po r  un s i m p l e  p a s a j e  de a i r e  a t r a v é s  del  
s u s t r a t o ,  no s i e n d o  n e c e s a r i o  en muchos ca s o s  e l  empleo de a g i t a d o r e s  
N o rm a lm e n te ,  l o s  p r o d u c t o s  son más e s t a b l e s  que l o s  s u s t r a t o s  
o r i g i n a l e s ,  l o  que f a c i l i t a  su c o n s e r v a c i ó n .
Como d e s v e n t a j a s ,  l a s  FSS p r e s e n t a n  l o s  s i g u i e n t e s  p ro b le m a s !
a .  -  L o s  t i p o s  de m i c r o o r g a n i s m o s  que se pueden e m plear  e stá n  
r e s t r i g i d o s  a a q u e l l o s  ca p a c e s  de c r e c e r  con b a j o s  t e n o r e s  de humedad 
fu n d a m e n ta lm e n te  ho ng o s.  S i  es n e c e s a r i o  l a  p r e s e n c i a  de agua l i b r e  
p a r a  su d e s a r r o l l o  se debe r e c u r r i r  i n e v i t a b l e m e n t e  a l o s  medios 
l í q u i d o s  c o n v e n c i o n a l e s .
b .  -  L o s  n i v e l e s  de c a l o r  p r o d u c i d o s  p o r  l a  r e s p i r a c i ó n  de l o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  en e s c a l a  i n d u s t r i a l  son muy i m p o r t a n t e s  y es más 
f á c i l  re m o ve r  ese c a l o r  en un f e r m e n t a d o r  c o n v e n c i o n a l  que en uno 
p a r a  s u s t r a t o s  s ó l i d o s .
c .  -  Una e t a p a  g e n e r a l m e n t e  l i m i t a n t e  en l o s  p r o c e s o s  en medios 
l í q u i d o s  es l a  t r a n s f e r e n c i a  de o x i g e n o  al  medio de c u l t i v o .  E s t a
se puede f a v o r e c e r  i n c r e m e n t a n d o ,  e n t r e  o t r a s  v a r i a b l e s ,  l a  v e l o c i d a d  
d e l  a g i t a d o r  o e l  c a u d a l  de a i r e .  S i n  em bargo,  en l a  FSS el  paso 
l i m i t a n t e  es l a  t r a n s f e r e n c i a  de o x i g e n o  d e n t r o  de l a s  p a r t í c u l a s  
s ó l i d a s .  La ú n i c a  s o l u c i ó n  p a r a  p o d e r  aumentar e s t e  p a rá m e tro  
p a r a  un d e t e r m i n a d o  t i p o  de s u s t r a t o  es d i s m i n u i r  e l  tamaño de l a s  
p a r t í c u l a s  p a r a  aum entar  su s u p e r f i c i e  e s p e c i f i c a .  P e ro  e s t o  
ta m b ié n  t i e n e  un l i m i t e  ya que s i  se muele demasiado al  s u s t r a t o  
se p r o d u c e  una c o m p a c t a c i ó n  e x c e s i v a  del  medio de c u l t i v o  que t r a e  
a p a r e j a d a  una l i m i t a c i ó n  en 1 a t r a n s f e r e n c i a  de m a t e r i a  e n t r e  
p a r t í c u l a s .
d .  -  En l a  FSS l a  medida a u t o m á t i c a  de l o s  n i v e l e s  de humedad, 
pH,  p O » ,  pCOa y p r o d u c t o  es  más d i f i e l  1 y en muchos ca s o s
i mposi b l e .
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e . -  G e n e r a l m e n t e  se n e c e s i t a n  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de e s p o r o s  como 
i n ó c u l o s ,  l o  que s u e l e  c r e a r  p r o b le m a s  p a r a  su p r o d u c c i ó n .
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4 . 1 .  INTRQDUCCIÜN
En v i r t u d  de l a  e x p e r i e n c i a  a d q u i r i d a  d u r a n t e  l a  r e a l i z a c i ó n  de 
l o s  t r a b a j o »  c o r r e s p o n d í  e n t e »  a l a  p r i m e r a  p a r t e  de e s t a  T e » i s  en 
c u a n t o  al  manejo del  o r u j o  de manzana en p r o c e s o s  - f e r m e n t a t i v o s  es que 
se bu s có  a l g u n a  o t r a  a l t e r n a t i v a  t e n d i e n t e  a su a p ro v e c h a m i e n t o  por 
medios b i o t e c n o l ó g i e o s .  A t a l  e f e c t o ,  y como ya se ha m encionado en 
l a  I n t r o d u c c i ó n  de e s t a  T e s i s ,  se e s t u d i ó  l a  p r o d u c c i ó n  de 
e n z im a s  p e c t o l i t i c a s  a p a r t i r  de aquel  s u s t r a t o .
En e l  p a í s  e x i s t e  un mercado en e x p a n s i ó n  de p e c t i n a s a s  
c o n s t i t u i d o  po r  l a s  i n d u s t r i a s  p r o d u c t o r a s  de j u g o s  (manzana,  p e r a  y 
c í t r i c o s )  y v i t i v i n í c o l a s ,  que es s a t i s f e c h o  en un 7 5  7. con 
p r o d u c t o s  i m p o r t a d o s  ( N o v o ,  B io c o n  y 6 i s t  B r o c a d e s )  y e l  r e s t o  con 
p r o d u c c i ó n  l o c a l  b a j o  p a t e n t e  e s t a d o u n i d e n s e  (Mi l a r )  ( K a t z , J .  y 
B e r c o v i c h ,  N . , 1 9 8 7 ) .  D e n t r o  de e s t e  m ercado ,  l a  zona del  v a l l e  del 
r í o  N e g ro  ocupa una l u g a r  i m p o r t a n t e .  Como se d i j o  en e l  c a p í t u l o  
1 , l a s  p e c t i n a s a s  se emplean t a n t o  d u r a n t e  l a  m a c e ra c ió n  p r e v i a  a l a  
m o l i e n d a  de l a  f r u t a ,  a l o s  e f e c t o s  de i n c r e m e n t a r  l a  e f i c i e n c i a  de l a  
misma, y en l a  e t a p a  de c l a r i f i c a c i ó n  d e l  j u g o .  En el  p r i m e r o  de l o s  
c a s o s ,  l o s  p r e p a r a d o s  c o m e r c i a l e s  se d o s i f i c a n  a r a z ó n  de 7 - 1 0  g por  
t o n  de f r u t a  (manzanas y p e r a s )  y  en e l  s e g u n d o ,  a l r e d e d o r  de 10  g por 
cada 1000 L de j u g o .  Con e s t o s  d a t o s  se puede e s t i m a r  un consumo p a ra  
e l  afto 1987 de apro xim a dam ente  unos 2800 y  2000 kg de en zim a p a ra  
cada c a s o ,  l o  que s i g n i f i c a ,  a l o s  c o s t o s  a c t u a l e s ,  un mercado de 
a l r e d e d o r  de 4 0 0 . 0 0 0  d ó l a r e s  a n u a l e s .  A e s t o  debe a d i c i o n á r s e l e  e l  
consumo p o r  p a r t e  de l a  i n d u s t r i a  de l o s  j u g o s  c í t r i c o s  y l a  
v i t i v i n í c o l a ,  con l o  que e l  mercado n a c i o n a l  puede s u p e r a r  
h o lg a d a m e n te  e l  medio m i l l ó n  de d ó l a r e s  p o r  ano.
T e n i e n d o  en c u e n t a  e s t o  ú l t i m o ,  se hace a t r a c t i v a  l a  id e a  del  
d e s a r r o l l o  de una t e c n o l o g í a  o r i g i n a l  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  l o c a l  de 
e s t e  in s u m o ,  más aún pensando que p a r a  t a l  f i n  l a  m a t e r i a  p r im a  de
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mayor volumen es un r e s i d u o  que l a s  mismas i n d u s t r i a s  j u g u e r a s  
el  i mi n a n •
Es de m e n c io n a r  que en l a  b i b l i o g r a f í a  e x i s t e n  r e f e r e n c i a s  
a c e r c a  de que en l a  a c t u a l i d a d  se p ro d u c e n  en zim a s p e c t o l i t i c a s  
V a n t o  en m edios  l í q u i d o s  como en s u s t r a t o  s ó l i d o  empleando o r u j o  
de manzana,  p e r o  l o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  e s t á n  p r o t e g i d o s  po r  
p a t e n t e s .
Por o t r a  p a r t e ,  hay que t e n e r  en c u e n t a  que e l  c o s t o  de e s t a s  
e n z im a s  ha d i s m i n u i d o  ú l t i m a m e n t e  en t é r m i n o s  r e a l e s .  Por e l l o  
es que p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de una t e c n o l o g í a  adecuada de p r o d u c c i ó n  
se hace n e c e s a r i o  c o n s i d e r a r ,  e n t r e  o t r o s  f a c t o r e s ,  e l  uso de medios 
de c u l t i v o  e c o n ó m ic o s .  En e s t e  s e n t i d o ,  e l  o r u j o  de manzana r e s u l t a  
una m a t e r i a  p r i m a  a t r a c t i v a  en r a z ó n  de su c o s t o  n u l o  y po r  poseer  
una c o m p o s i c i ó n  t a n t o  en a z ú c a r e s  como en p e c t i n a  que se a j u s t a  
d e n t r o  de c i e r t o s  l í m i t e s  a l o s  recomendados como ó p t im o s  p o r  l a  
b i b l i o g r a f í a  p a r a  e s t e  t i p o  de p r o c e s o s .
□ t r o  a s p e c t o  a t e n e r  en c u e n t a  es que con e l  o r u j o  de manzana se 
pueden r e a l i z a r  f e r m e n t a c i o n e s  en s u s t r a t o  s ó l i d o .  Empleando e s t e  
s i s t e m a  de c u l t i v o  se ha d e s c r i p t o  l a  o b t e n c i ó n  de mayores 
r e n d i m i e n t o s  y de c o m p l e j o s  e n z i m á t i c o s  más a p r o p i a d o s  p a r a  su 
a p l i c a c i ó n  i n d u s t r i a l  que l o s  o b t e n i d o s  en medios l í q u i d o s .
Además, se sabe que t ie m p o  a t r á s  una empresa j u g u e r a  de 
c a p i t a l e s  e x t r a n j e r o s  r a d i c a d a  en l a  p r o v i n c i a  de R i o  Negro 
d e s a r r o l l ó  una t e c n o l o g í a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s  en 
s u s t r a t o  s ó l i d o  m e d i a n t e  e l  uso de l  o r u j o  de manzana,  p a r a  l u e g o  
i n s t a l a r  en su c a s a  m a t r i z  una p l a n t a  de p r o d u c c i ó n  en g r a n  e s c a l a ,  
l a  c u a l  es a b a s t e c i d a  desde n u e s t r o  p a í s  con o r u j o  secado (de b a j o  
v a l o r  c o m e r c i a l )  y sus  e n z im a s  son v e n d i d a s ,  e n t r e  o t r a s ,  en el 
mercado n a c i o n a l .
T o d a s  e s t a s  r a z o n e s  j u s t i f i c a r o n  e l  e s t u d i o  de l a  p r o d u c c i ó n  de 
p e c t i n a s a s  pensando en l a  p o s i b i l i d a d  f u t u r a  de l l e g a r  a p r o v e e r  l a  
t e c n o l o g í a  n e c e s a r i a  p a r a  l a  i n s t a l a c i ó n  de una p l a n t a  que p u d i e r a  
c o m p e t i r  eco nó m icam ente  con l o s  p r o d u c t o s  que a c t u a l m e n t e  se
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e n c u e n t r a n  en el  mercado.
En e s t e  c a p i t u l o  de l  t r a b a j o  de T e s i s  se hace r e f e r e n c i a  a l o s  
e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  en e s c a l a  de l a b o r a t o r i o ,  en c a j a s  de p e t r i , como 
e t a p a  i n i c i a l  de un p r o c e s o  de f e r m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o s  s ó l i d o s  
d e s t i n a d o  a l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s .  A n t e s  de d e s c r i b i r  l o s  
t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  es c o n v e n i e n t e  h a c e r  mención a l a s  
c a r á c t e r ! e t i c a s  g e n e r a l e s  de l a s  s u s t a n c i a s  p é c t l c a s  como asi  
ta m b ié n  a l a s  de l a s  e n z im a s  p e c t o l 1 t i  c a s .  P a ra  f i n a l i z a r ,  se 
hacen a l g u n a s  p r o y e c c i o n e s  ba sadas en l o s  r e n d i m i e n t o s  o b t e n i d o s  a f i n  
de poder  e x t r a p o l a r  l a  u t i l i d a d  de l o s  r e s u l t a d o s  a l c a n z a d o s .
4 . 2 .  SUSTANCIAS P E C T IC A S
4 . 2 . 1 .  G e n e r a l i d a d e s  y d e f i n i c i o n e s .
Las  s u s t a n c i a s  p é c t l c a s  f u e r o n  i d e n t i f i c a d a s  p o r  p r i m e r a  vez 
como " l e  p r i n c i p e  g e l a t  i ñ 0 du x tí ft f  Li 1 1  ft ( Br* a  c on n d  t , H . , i B 5 ) y s li 
nombre p r o v i e n e  d e l  g r i e g o  " p e c t o s "  que s i g n i f i c a  c o n g e l a r  o 
s o l i d i f i c a r .  Se l a s  puede d e f i n i r  como p o l i s a c á r i  dos e s t r u c t u r a l  es 
p r e s e n t e s  p r i n c i p a l m e n t e  en l a  l á m i n a  media y en 1 a p a re d  c e l u l a r  
p r i m a r i a  de l a s  p l a n t a s  s u p e r i o r e s .  Aunque se h a l l a n  en c a n t i d a d e s  que 
g e n e r a l m e n t e  no s u p e r a n  e l  1 7. d e l  peso f r e s c o ,  son r e s p o n s a b l e s  de 1 a 
i n t e g r i d a d  y l a  c o h e r e n c i a  de l o s  t e j i d o s  de l o s  v e g e t a l e s  ( G l i c k s m a n ,  
M . , 1 9 6 9 ) .  La l á m i n a  media es l a  capa cem e n ta n te  que se e n c u e n t r a  
e n t r e  l a s  c é l u l a s  v e g e t a l e s  y c o n t i e n e  p r i n c i p a l m e n t e  s u s t a n c i a s  
p é c t i c a s  y h e m i c e l u l o s a s ,  s i e n d o  t o d a v í a  d e s c o n o c i d a  su 
c o m p o s i c i ó n  q u í m i c a  d e t a l l a d a .  L a s  m i c r o f i b r i 11 as de c e l u l o s a  de 
l a  p a re d  c e l u l a r  p r i m a r i a  e s t á n  u n i d a s  e n t r e  s i  m e d ia n te  una re d  
más o menos r í g i d a  compuesta e s e n c i a l m e n t e  p o r  h e m i c e l u l o s a  y 
p e c t i n a .  La d e g r a d a c i ó n  de l a s  m encio n adas e s t r u c t u r a s  m e d ia n te  e l  
uso de l a s  e n z i m a s  e s p e c i f i c a s  de cada c a s o  co nduce  a l a  
d e s i n t e g r a c i ó n  de l o s  t e j i d o s  con s e p a r a c i ó n  de l a s  c é l u l a s ,  
p r o c e s o  denominado m a c e r a c ió n  < V a n b e l l e ,  h .  y c o l . ,  1 9 8 3 ) .
P a ra  una m e jo r  c o m p r e n s i ó n  de l a  n o m e c l a t u r a  empleada a l o
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l a r g o  del  p r e s e n t e  c a p i t u l o ,  es c o n v e n i e n t e  a c l a r a r  a l g u n o s  
t é r m i n o s  r e l a t i v o s  a l a s  s u s t a n c i a s  p é c t l c a s  de a c u e rd o  a l a s  
d e f i n i c i o n e s  dadas p o r  un c o m i t é  de l a  A m e ric a n  C hem ical  S o c i e t y  
(Commitee f o r  t h e  R e v i s i ó n  of  t h e  N o m e c l a t u r e  of P e c t i c  S u b s t a n c e s ,  
1 9 4 4 ) .
a)  S u s t a n c i a s  p é c t i c a s i  es  l a  d e s i g n a c i ó n  de un g r u p o  de 
c a r b o h i d r a t o s  p o l i m é r i c o s ,  c o l o i d a l e s  y c o m p l e j o s  p r e s e n t e s  en l o s  
v e g e t a l e s ,  que c o n t i e n e n  una g r a n  p r o p o r c i ó n  de u n i d a d e s  de A c id o  
a n h i d r o g a l a c t u r ó n i c o .  Lo s  g r u p o s  c a r b o x i l i c o s  a su vez pueden 
e s t a r  p a r c i a l m e n t e  e s t e r i f i c a d o s  p o r  g r u p o s  m e t í l i c o s  o p a r c i a l  o 
t o t a l m e n t e  n e u t r a l i z a d o s  p o r  una o más b a s e s .
b)  P r o t o p e c t i n a i  es e l  nombre dado a l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  
i n s o l u b l e s  en agua y que e s t á n  f i j a B  en e l  t e j i d o  v e g e t a l .  Se l a s  
puede c o n s i d e r a r  como un d e r i v a d o  de l  á c i d o  p o l i  g a l a c t u r ó n i c o  de 
a l t o  peso m o l e c u l a r  que e s t á  q u ím ic a m e n te  u n i d o  y mecánicamente 
in m e r s o  d e n t r o  de o t r o s  c o n s t i t u y e n t e s  de l a  p a re d  c e l u l a r  v e g e t a l .
c )  A c i d o s  p e c t l n i c o s s  es l a  d e n o m in a c ió n  empleada p a ra  
d e s i g n a r  a á c i d o s  p o l i  g a l a c t u r ó n i e o s  c o l o i d a l e s  que e stá n
p a r c i a l  o t o t a l m e n t e  e s t e r i f i c a d o s  con g r u p o s  m e t í l i c o s .  Son capaces 
de f o r m a r ,  en d e t e r m i n a d a s  c o n d i c i o n e s ,  g e l e s  con a z ú c a r e s  y ,  s i  el  
c o n t e n i d o  de m e t o x i l o s  es b a j o ,  l a  g e l i f i c a c i ó n  ta m b ié n  puede 
t e n e r  l u g a r  en p r e s e n c i a  de d e t e r m i n a d o s  i o n e s .  Sus s a l e s  pueden s e r  
t a n t o  n e u t r a s  como á c i d a s .
d)  P e c t i n a  o p e c t i n a s i  a s i  son d e s i g n a d a s  a q u e l l o s  á c i d o s  
p e c t í n i c o s  s o l u b l e s  en a g u a ,  de v a r i a d o  c o n t e n i d o  en é s t e r e s  
m e t í l i c o s  y g r a d o  de n e u t r a l i z a c i ó n ,  ca p a c e s  de fo r m a r  g e l e s  con 
a z ú c a r e s  y  á c i d o s  b a j o  c o n d i c i o n e s  ad ecua das.
e) A c i d o  p é c t i c o i  es e l  nombre a p l i c a d o  a l a s  s u s t a n c i a s  
p é c t i c a s  co m pue stas  p o r  á c i d o s  p o l i  g a l a c t u r ó n i c o s  c o l o i d a l e s  que 
e s t á n  t o t a l m e n t e  l i b r e s  de e s t e r i f i  c a e i ó n  con g r u p o s  m e t í l i c o s .
Sus s a l e s  se denominan p e c t a t o s  o p o l i  g a l a c t u r o n a t o s  y pueden se r  
t a n t o  á c i d a s  como n e u t r a s .
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4 . 2 . 2 .  E s t r u c t u r a  y c o m p o s i c i ó n .
Las  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  son p o l i  g a l a c t u r ó n i d o s  l i n e a l e s  que 
poseen o t r a s  m o l é c u l a s  de no u r ó n i d o s  u n i d a s  a l a  cadena p r i n c i p a l  
de r e s i d u o s  de á c i d o  a l f a - 1 , 4 - g a l a c t o r ó n i c o  ( F i g .  4 . 1 ) .  Se supone 
que e l  á c i d o  g a l a c t o r ó n i c o  t i e n e  una c o n f o r m a c i ó n  t i p o  s i l l a  
( F i g .  4 . 2 )  l o  que s i g n i f i c a  que l a s  u n i o n e s  e n t r e  l a s  u n id a d e s  son del 
t i p o  a x i a l - a x i a l  y ,  p o r  l o  t a n t o ,  e l  p o l í m e r o  t i e n e  un e j e  
h e l i c o i d a l  con c i e r t a  t e n d e n c i a  al  e n r o l l a m i e n t o .
Fig. 4.1. Cadena de ácido poli-D-galacturónico 
parcialmente esterificada.
F í g . 4 . 2 .  C o n f o r m a c i ó n  t i p o  s i l l a  del  á c i d o  a -  D g a l a c t u r ó n i c o
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Se ha s u g e r i d o  que l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  c o n s i s t e n  en una 
t r i a d a  de b i o p o l i m e r o s  i n t e g r a d a  p o r  un a l f a - 1 , 4 - D - p o l i  g a l a c t u r ó n i d o ,  
un L - a r a b a n o  a l t a m e n t e  r a m i f i c a d o  y un b e t a - i , 4 - D - g a l a c t a n o  ( W h i s t l e r ,  
R . L .  and S m a r t ,  C . L . ,  1 9 5 3 ) .  Además de e l l o s ,  se han e n c o n t r a d o  o t r o s  
a z ú c a r e s  como ram no sa,  x i  l o s a ,  f u c o s a ,  g l u c o s a  y mañosa ( B a r r e t ,  A . J .  
and N o r t h c o t e ,  D . H . ,  1 9 6 5 ) .
Los g r u p o s  c a r b o x i  1 i eos de l a s  u n i d a d e s  de A c i d o  g a l a c t u r ó n i c o  
e s t á n  p a r c i a l m e n t e  e s t e r i f i  ca d a s  con m e t a n o l , s i e n d o  e l  g r a d o  de 
e s t e r i f i c a c i ó n  v a r i a b l e  en f u n c i ó n  d e ,  e n t r e  o t r o s  a s p e c t o s ,  e l  
v e g e t a l  de o r i g e n .
A l g u n o s  de l o s  g r u p o s  o x h i d r i l o s  de l o s  c a r b o n o s  de l a s  
p o s i c i o n e s  2 y 3 pueden e s t a s  a c e t i l a d o s  en un r a n g o  que va del  0 , 2  al  
4 7., v a l o r e s  e x t r e m o s  que c o r r e s p o n d e n  a p e c t i n a  de manzana y 
c í t r i c a  r e s p e c t i v a m e n t e .  La p r e s e n c i a  de g r u p o s  a c e t i l o s  r e v i s t e  
i m p o r t a n c i a  ya que a f e c t a  a 1 as p r o p i e d a d e s  de g e l a c i ó n  de 1 a 
p e c t i n a  y p o r  l o  t a n t o ,  a su uso i n d u s t r i a l .
E l  peso m o l e c u l a r  de l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  ha s i d o  m o t i v o  de 
num erosos e s t u d i o s ,  e n c o n t r á n d o s e  v a l o r e s  c o m p re n d id o s  e n t r e  2 3 . 0 0 0  
p a r a  l a  de o r i g e n  c í t r i c o  (Owens,  H . S .  y c o l . ,  1946) y 3 6 0 .0 0 0  p a ra  
l a  de manzana ( S a v e r b o r n ,  S . , 1 9 4 7 ) .
4 . 2 . 3 .  P r o p i e d a d e s  y c a r á c t e r i s t i c a s .
L a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  son s o l u b l e s  en agua,  fo rm am ida ,  
g l i c e r o l  c a l i e n t e  y  d i m e t i 1 s u l f ó x i  d o ,  s i e n d o  i n s o l u b l e s  en l a  
m a y o r í a  de l o s  s o l v e n t e s  o r g á n i c o s .  La s o l u b i l i d a d  en agua 
d i s m i n u y e  con e l  aumento en e l  peso m o l e c u l a r  de 1 a p e c t i n a  ensayada y 
l a s  s o l u c i o n e s  a cu o sa s  a l  1 - 2  V. ( p / v )  p r e s e n t a n  una a l t a  v i s c o s i d a d .  
E s t a  p r o p i e d a d  depende ta m b ié n  de l  peso m o l e c u l a r  de 1 a p e c t i n a  y es 
i n f l u e n c i a d a  p o r  e l  g r a d o  de e s t e r i f i c a c i ó n , l a  f u e r z a  i ó n i c a ,  e l  
pH,  l a  t e m p e r a t u r a  y l a  c o n c e n t r a c i ó n .
L a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  pueden s e r  p r e c i p i t a d a s  de sus 
s o l u c i o n e s  a c u o s a s  m e d i a n t e  e l  a g re g a d o  de s o l v e n t e s  m i s c i b l e s  con el  
agua t a l e s  como e l  e t a n o l  y l a  a c e t o n a ,  y ta m b ié n  p o r  c a t i o n e s
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p o l i v a l e n t e *  ( D e w e l , H. and S t u t z  , E . , 1958) d e p e n d ie n d o  del  g ra d o  de 
e s t e r i f i c a c i ó n .  Ad tn á B f  son p r e c i p i t a d a s  p o r  d e t e r g e n t e s  
c u a t e r n a r i o *  ( S c o t t ,  J . E . ,  1965) y p o r  p r o t e í n a s  ( D o e s b u r g ,  J . J . ,
1 9 6 5 ) -
Lo s  A c i d o s  h i d r o l i z a n  l a s  u n i o n e s  é s t e r  y / o  g l i c o s i d i c a s  en 
f u n c i ó n  de l a  t e m p e r a t u r a .  A b a j o s  v a l o r e s  p red o m ina  l a  
d e s e s t e r i f i c a c i ó n  con una pequefta d e g r a d a c i ó n  del  p o l í m e r o ,  en 
cam bio  a a l t a s  t e m p e r a t u r a s  se a c e l e r a  l a  d e p o l i m e r i z a c i ó n .  E s t e  
c o m p o r t a m i e n t o  se u t i l i z a  en l a  p r e p a r a c i ó n  de p e c t i n a s  de b a j o  
c o n t e n i d o  en meto*i l o s .  Tam bién  e l  t r a t a m e n t o  A c i d o  d i s m i n u y e  l a  
c a n t i d a d  de g l ú c i d o s  n o - u r ó n i d o s  e n c o n t r a d o s  en l a s  p e c t i n a s ,  e . g .  
a r a b a n o s ,  d e b i d o  a su mayor s e n s i b i l i d a d  a l o s  b a j o s  pH ( P e d e r s e n ,
J . K . ,  1 9 8 0 ) .
Los g r u p o s  é s t e r  m e t í l i c o s  son r A p i d a m e n t e  s a p o n i f i c a d o s  
po r  A l c a l i s  d i l u i d o s  a b a j a s  t e m p e r a t u r a s  s i n  d e p o l i m e r i z a c i ó n ,  
in c r e m e n t á n d o s e  l a  d e g r a d a c i ó n  de l  p o l í m e r o  con e l  aumento de 
a q u e l l a .  Como c o n s e c u e n c i a  de l a  h i d r ó l i s i s ,  no se o b t i e n e n  l o s  
monómeros c o n s t i t u y e n t e s  de l  p o l í m e r o  i n i c i a l  s i n ó  que se 
o r i g i n a n  s u s t a n c i a s  i n s a t u r a d a s  p r o v e n i e n t e s  de una r u p t u r a  
g l i c o s l d i c a  p r o d u c t o  de una b e t a  e l i m i n a c i ó n  < F í g .  4 . 3 ) .  E s t a  
r e a c c i ó n  s ó l o  o c u r r e  en e l  e n l a c e  g l i c o s i d i c o  a d y a c e n t e  a un 
g r u p o  c a r b o x i l o  e s t e r i f i c a d o ,  s i e n d o  é s t a s  l a s  ú n i c a s  u n i o n e s  
q u í m i c a s  que se h i d r o l i z a n .  De e s t o  se c o n c l u y e  que l o s  p e c t a t o s  son 
mucho más e s t a b l e s  a l a  d e g r a d a c i ó n  a a l t a s  t e m p e r a t u r a s  en medio 
a l c a l i n o  que l o s  p e c t i n a t o s .  E s t e  t i p o  de r e a c c i ó n  ta m b ié n  o c u r r e  
a pH: 7 , 0  l o  que o r i g i n a  que l a s  s o l u c i o n e s  de p e c t i n a  no pueden s e r  
e s t e r i l i z a d a s  a pH n e u t r o s  s i n  una c o n s i d e r a b l e  d e g r a d a c i ó n  (P igm an,
W. and R i z v i ,  S . , 1 9 5 9 ) .
4 . 2 . 4 .  Cambios en l a  c o m p o s i c i ó n  q u í m i c a  de l a s  s u s t a n c i a s  
p é c t i c a s  en l o s  v e g e t a l e s .
La  p r o t o p e c t i n a  es en g e n e r a l  a b un d a n te  en l o s  t e j i d o s  de l o s  
f r u t o s  in m a d u r o s .  E l  p r o c e s o  normal de m a d u r a c ió n  i n v o l u c r a  cam bios
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r ¡ g . 4 . 3 . D e g r a d a c i ó n  a l c a l i n a  de la p e c t i n a .
h i d r o l  í t i c o s  que co nducen a l a  -form ación de p e c t i n a e  que a su v e z ,  
en l o s  p r i m e r o s  e s t a d i o s  de c r e c i m i e n t o ,  e s t á n  com pleta m en te  
m e t i l a d a s  y t i e n e n  un muy a l t o  peso m o l e c u l a r .  A medida que el 
c r e c i m i e n t o  a v a n z a  y l a  f r u t a  m adura,  aumenta l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 
l a s  e n z im a s  p e c t o l i t i c a s  del  v e g e t a l  p r o d u c i é n d o s e  una 
d e g r a d a c i ó n  de l a  p e c t i n a  que es h i d r o l i z a d a  a p o l í m e r o s  menores 
con menor c o n t e n i d o  en m e t o ; i  l o s  y mayor c o n t e n i d o  en c a r b o x i l o s  y 
e v e n t u a l  m e n t e , en l o s  e s t a d i o s  f i n a l e s ,  se l l e g a  a l o s  á c i d o s  y 
l o s  a z ú c a r e s  l i b r e s  ( K e r t e s z , Z . I . ,  1 9 6 0 ) .
Toda e s t a  s e r i e  de cam bio s  en l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  
c o n t i n ú a n  l u e g o  de l a  co se ch a  de l a  f r u t a ,  o r i g i n a n d o  que sus 
p r o p i e d a d e s  v a r í e n  en f u n c i ó n  de l  t i e m p o .  Como se d i j o  en el  
c a p i t u l o  1 , l a  c o m p o s i c ió n  q u í m i c a  del  o r u j o  de manzana 
e v o l u c i o n a  d u r a n t e  e l  t r a n s c u r s o  de l  afío,  f a c t o r  e s t e  a t e n e r  en 
c u e n t a  p a r a  su empleo como m a t e r i a  p r i m a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de
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p e c t i n a s a s ,  más aun s i  l a  cepa m i c r o b i a n a  empleada n e c e s i t a  de l a  
p r e s e n c i a  de l  i n d u c t o r  n a t u r a l  de a q u e l l a s  e n z im a s .
4 . 3 .  ENZIMAS P E C T O L I T I C A S .
4 . 3 . 1 .  G e n e r a l i d a d e s .
D e b id o  a l a  a m p l i a  d i s t r i b u c i ó n  de l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  
d e n t r o  del  r e i n o  v e g e t a l ,  es que e x i s t e n  v a r i a d o s  s i s t e m a s  
e n z i m á t i c o s  c a p a c e s  de d e g r a d a r l a s .  Es  a s i  que l a  p e c t ó l i s i s  
j u e g a  un i m p o r t a n t e  pape l  a s o c i a d a  a muchos p r o c e s o s  b i o l ó g i c o s  en 
l o s  c u a l e s  e s t á n  i n v o l u c r a d o s  m a t e r i a l e s  de o r i g e n  v e g e t a l ,  
i n c l u y e n d o  l a  e l o n g a c i ó n  de l a s  c é l u l a s  y e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  
p l a n t a s ,  l a  m a d u ra c ió n  de l o s  - f r u t o s ,  l a  a b s i c i ó n  de l a s  h o j a s ,  
e t c .  ( F o g a r t y ,  W.W. and Ward,  O . P . ,  1 9 7 2 ) .
Las  e n z im a s  p e c t o l i t i c a s  son ta m b ié n  p r o d u c i d a s  p o r  
b a c t e r i a s ,  h o n g o s ,  l e v a d u r a s ,  i n s e c t o s ,  nematodes y p r o t o z o a r i  os .  La 
p e c t ó l i s i s  m i c r o b i a n a  es  un i m p o r t a n t e  fenómeno v i n c u l a d o  a l a  
p a t o g é n e s i s  v e g e t a l ,  a l a s  s i m b i o s i s  e n t r e  m i c r o o r g a n i s m o s  y 
p l a n t a s ,  a l a  d e s c o m p o s i c i ó n  de r e s t o s  v e g e t a l e s ,  a l o s  p r o c e s o s  
d i g e s t i v o s  en a n i m a l e s  i n c l u y e n d o  al  hom bre,  c i e r t a s  f e r m e n t a c i o n e s  y 
a l t e r a c i o n e s  en f r u t a s  y v e g e t a l e s ,  e t c .  Más a l l á  de t o d o s  e s t o s  
c a s o s ,  l a s  p e c t i n a s a s  son i m p o r t a n t e s  desde el  p u n t o  de v i s t a  
i n d u s t r i a l ,  fu n d a m e n ta lm e n te  p o r  su uso en l a  e l a b o r a c i ó n  de v i n o s ,  
j u g o s  y p r e p a r a d o s  de f r u t a s ,  en l a  e x t r a c c i ó n  de a c e i t e s  v e g e t a l e s  
y en c i e r t o s  p r o c e s o s  de e n r i a m i e n t o  de f i b r a s  t e x t i l e s  t a l e s  como el  
l i n o ,  e l  y u t e  y  e l  cártamo (Rom bouts,  F . M .  and P i l n i k ,  W . , 1 9 8 0 ) .
4 . 3 . 2 .  C l a s i f i c a c i ó n .
L a s  p e c t i n a s a s  han s i d o  c l a s i f i c a d a s  en dos g r a n d e s  g r u p o s  a 
s a b e r ,  e n z im a s  d e s e s t e r i f i  c a n t e s  ( p e c t l n e s t e r a s a s )  y e n zim as 
d e p o l i m e r i z a n t e s  que c o r t a n  l a  cadena p r i n c i p a l  en s u b u n id a d e s  
m enores.
i .as p e c t l n e s t e r a s a s  ( p e c t i n  m e t i l e s t e r a s e s , p e c t a s a s )  son
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c l a s i f i c a d a *  como h i d r o l a s a s  é s t e r  c a r b o x i l i c a s  que d e s e s t e r i f i  can 
p e c t i n a  p r o d u c i e n d o  metanol  y á c i d o  p é c t i c o .
La* d e p o l i m e r a s a *  c o r t a n  e n l a c e s  q l i c o s i d i c o *  ya sea por  
h i d r ó l i s i s  ( h i d r o l a s a s )  o p o r  b e t a  e l i m i n a c i ó n  ( l i a s a s ) .  A n te s  de 
1959 se pensaba que l a  d e p o l i m e r i z a c i ó n  de l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  
e r a  d e b id a  s o la m e n te  a una r u p t u r a  h i d r o l i t i c a .  S i n  embargo,  en 
aquel  afro se d e s c u b r i ó  una en zim a que d e g ra d a b a  e l  e n l a c e  1 - 4  po r  
t r a n s e l i m i n a c i ó n  ( A l b e r s h e i m ,  P. y c o l . ,  1 9 6 0 ) .  A l a  l u z  de e s t a  
i n f o r m a c i ó n  se c l a s i f i c ó  a l a  p e c t i n a s a s  de l  modo m o s tra d o  en l a  
T a b l a  4 . I . ,  en l a  c u a l ,  p a r a  o r d e n a r  l a s  e n zim a s  d e p o l i m e r i z a n t e s , se 
han s e g u i d o  l o s  s i g u i e n t e s  c r i t e r i o s s
a) S i  h i d r o l i z a n  p e c t i n a  o á c i d o  p é c t i c o .
b)  S i  a c t ú a n  m e d ia n te  un mecanismo de h i d r ó l i s i s  o de 
t r a n s e l i m i n a c i ó n .
c )  S i  l a  r u p t u r a  es al  a z a r  (endo )  o a p a r t i r  de un extrem o
( e x o )  .
El  c r i t e r i o  a)  puede e s t a b l e c e r s e  comparando l a  a c t i v i d a d  de l a  
en zim a p r o b le m a  t a n t o  con una p e c t i n a  de a l t o  g r a d o  de m e t o x i l a c i ó n  
como con á c i d o  p é c t i c o .  S i n  em bargo,  cuando se a f i r m a  que l a  
p e c t i n a  es e l  s u s t r a t o  p r e f e r i d o ,  se debe e s t a r  s e g u r o  que l a  a c c i ó n  
c a t a l í t i c a  no sea d e b id a  a l a  p r e s e n c i a  c o n t a m i n a n t e  de p e c t i n  
e s t e r a s a  en e l  p r e p a r a d o  e n z i m á t i c o .
Con r e s p e c t o  al  p u n t o  b )  debe a c l a r a r s e  que ambos t i p o s  de 
r u p t u r a  o r i g i n a n  l a  p r o d u c c i ó n  de g r u p o s  r e d u c t o r e s .  S i n  embargo,  el  
d o b l e  e n l a c e  form ado en l o s  p r o d u c t o s  o r i g i n a d o s  en l a  r u p t u r a  
t r a n s e l i  m i n a t i  va  t i e n e  un p i c o  de a b s o r c i ó n  máxima a 235 nm, l o  
que p o s i b i l i t a  e l  empleo de medidas e s p e c t r o f o t o m é t r i  c a s  p a r a  su 
e v a l u a c i ó n .  Cuando l a  a p a r i c i ó n  de po der  r e d u c t o r  no es 
acompasada p o r  un i n c r e m e n t o  en 1 a a b s o r b e n c i a  a 235 nm, se debe 
a d j u d i c a r  l a  a c t i v i d a d  c a t a l í t i c a  a una a c c i ó n  h i d r o l i t i c a  no 
t r a n s e l i  mi n a t i v a .  Además, todas  l a s  l i a s a s  e s tu d i a d a s  h asta  el  
p r e s e n t e  son a c t i v a d a s  por c a l c i o ,  ion  no r e q u e r i d o  por l a s  o t r a s  
h i d r o l a s a s ,  l o  cual  puede ser u t i l i z a d o  como c r i t e r i o  para l a
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di  s e r  i mi n a c í  ón.
T a b l a  4 . 1 :  C l a s i f i c a c i ó n  de l a s  e n z im a s  p e c t o l i t i  c a s .  La 
n o m e c l a t u r a  ha s i d o  tomada de En 2 yme N o m e c l a t u r e  ( 1 9 7 3 ) .
ESTERASA6
P e c t i n  e s t e r a s e s  ( P E ) i  T r a n s f o r m a n  p e c t i n a  en á c i d o  p é c t i c o  
m e d i a n t e  d e s e s t e r i f i c a c i ó n  de l o s  r e s t o s  m e t o x i l o s  (EC 3 . 1 . 1 . 1 1 ) .
DEPOLIMERASAS
A) A c tú a n  s o b r e  p e c t i n a .
1 - -  P o l i m e t i 1 g a l a c t u r o n a s a s  (PMG)
a) Endo-PMG (EC 3 . 2 . 1 . 4 1 ) :  p ro d u c e n  r u p t u r a  al  a z a r  de l a s  
u n i o n e s  a l f a  1 ,4  g l i c o s í d i c a s  de l a  p e c t i n a  ( p r e f e r e n t e m e n t e  con 
a l t o  g r a d o  de e s t e r i f i c a c i ó n ) .
b )  Exo-PMG: p ro d u c e n  r u p t u r a  s e c u e n c i a l  de l a s  u n i o n e s  a l f a  1 ,4  
g l i c o s í d i c a s  a p a r t i r  de l  e x t re m o  no r e d u c t o r  de 1 a cadena de
p e c t i  na.
2 . -  P o l i m e t i  1 g a l a c t u r o n a t o l i  asas (PMGL)
a) Endo—PMGL (EC 4 . 2 . 2 . 3 ) :  p ro d u c e n  r u p t u r a  a l  a z a r  de l o s  
e n l a c e s  a l f a  1 , 4  g l i c o s i d i c o s  de l a  p e c t i n a  m e d ia n te  un p r o c e s o  de 
t r a n s e l i m i n a c i ó n  que o r i g i n a  é s t e r e s  g a l a c t u r ó n i e o s  con u n i o n e s  
i n s a t u r a d a s  e n t r e  l o s  c a r b o n o s  4 y 5 en e l  e x tre m o  t e r m i n a l  del 
f r a g m e n t o  fo rm a d o .
b)  Exo-PM GLi  p ro d u c e n  l a  e l i m i n a c i ó n  s e c u e n c i a l  de l  r e s t o  
t e r m i n a l  de l a  cadena de p e c t i n a  p o r  r u p t u r a  t r a n s e l i  m i n a t i v a .
EO A c tú a n  s o b r e  á c i d o  p é c t i c o .
1 .  -  P o l i  g a l a c t u r o n a s a s  ( P G ) .
a)  Endo PG (EC 3 . 2 . 1 . 1 5 ) :  p ro d u c e n  h i d r ó l i s i s  al  a z a r  de l a s  
u n i o n e s  a l f a  1 - 4  g l i c o s í d i c a s  del  á c i d o  p é c t i c o .
b)  E x o - P G  (EC 3 . 2 . 1 . 4 0 ) :  p ro d u c e n  una h i d r ó l i s i s  s e c u e n c i a l  de 
l a s  u n i o n e s  a l f a  1 , 4  g l i c o s í d i c a s  del  á c i d o  p é c t i c o .
2 .  -  P o l i  g a l a c t u r o n a t o l i  asas ( P G L ) .
a)  E n d o -P G L  (EC 4 . 2 . 2 . 1 ) :  p ro d u c e n  r u p t u r a  a l  a z a r  de l a s  u n i o n e s  
a l f a  1 , 4  g l i c o s í d i c a s  de l  á c i d o  p é c t i c o  m e d ia n te  un p r o c e s o  de 
t r a n s e l i m i n a c i ó n .
b)  E x o -P G L  (EC 4 . 2 . 2 . 2 ) :  p ro d u c e n  r u p t u r a  s e c u e n c i a l  de l a s  
u n i o n e s  a l f a  1 , 4  g l i c o s í d i c a s  de l  á c i d o  p é c t i c o  m e d ia n te  un 
p r o c e s o  de t r a n s e l i m i n a c i ó n .
En c u a n t o  al  p u n t o  c )  se puede r e l a c i o n a r  l a  d i s m i n u c i ó n  de l a  
v i s c o s i d a d  de l a  m e z c la  de r e a c c i ó n  con l a  p r o d u c c i ó n  de l  poder  
r e d u c t o r  p a r a  a s i  d i s c r i m i n a r  e n t r e  un mecanismo de a ta q u e  al  a z a r  o
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en un e x tre m o  de l a  m o l é c u l a  de l  s u s t r a t o .  Cuando un 50 V. de 
d i s m i n u c i ó n  de 1 a v i s c o s i d a d  se p r o d u c e  con s ó l o  un 2 - 3  '/. de l a s  
u n i o n e s  g l i  c o s í  di  c a s  h i d r o l i z a d a s  se debe p e n s a r  en un ata q u e  al  
a z a r .  P a ra  un a ta q u e  t e r m i n a l ,  l a  v e l o c i d a d  de d i s m i n u c i ó n  de l a  
v i s c o s i d a d  es mucho menor.
4 . 3 . 3 .  D i s t r i b u c i ó n  en l a  n a t u r a l e z a .
Como se m encionó p r e c e d e n t e m e n t e ,  l a s  e n zim as p e c t o l i t i c a s  se 
h a l l a n  a m p l ia m e n te  d i s t r i b u i d a s  en l a  n a t u r a l e z a ,  p o r  l o  que a f i n  
de s i s t e m a t i z a r  su e s t u d i o  se han c l a s i f i c a d o  en dos g r a n d e s  g r u p o s :  
a)  l a s  p r o v e n i e n t e s  de v e g e t a l e s  y b )  l a s  p r o d u c i d a s  por  
mi c r o o r g a n i  smos.
Con r e s p e c t o  a l a s  p r i m e r a s ,  se ha d e s c r i p t o  l a  p r e s e n c i a  de 
t a n t o  exo como e n d o -P G  en p l a n t a s  s u p e r i o r e s  con p r o p i e d a d e s  s i m i l a r e s  
a l a s  de o r i g e n  f ú n g i c o .  En p a r t i c u l a r ,  se han hecho e s t u d i o s  de 
c a r a c t e r i z a c i ó n  de l a s  PG p r o v e n i e n t e s  de p a l t a ,  r a b a n i t o ,  p e p i n o ,  
z a n a h o r i a  y to m a te  ( P a t e l , D . S .  and P h a f f ,  H . J . ,  1 9 6 0 ) .  Tam bién se 
ha d e t e c t a d o  l a  p r e s e n c i a  de PE en f r u t a s  c í t r i c a s  y en t o m a t e s ,  con 
un pH ó p t im o  de a l r e d e d o r  de 7 , 5 .  En c a m b io ,  una PE de manzana 
p o s e í a  uno de 6 , 6  ( P o l l a r d ,  A.  and K i e s e r ,  M . E . ,  1959) y una de uva 
uno de 5 , 6 ,  con una t e m p e r a t u r a  ó p t im a  de 40 °C ( M a r t e a u ,  G . ,
1 9 5 9 ) .
D e n t r o  de l a s  p e c t i n a s a s  de o r i g e n  m i c r o b i a n o ,  en co n tra m o s a 1 as 
b a c t e r i a n a s  y a l a s  f ú n g i c a s ,  h a b ie n d o  e j e m p l o s  en ambos g r u p o s  de 
m i c r o o r g a n i s m o s  c a p a c e s  de p r o d u c i r  más de una de t a l e s  e n z im a s .  En 
l a  T a b l a  4 . 2  se m encionan a l g u n o s  m i c r o o r g a n i s m o s  p r o d u c t o r e s  de 
p e c t i  n a s a s .
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T a b l a  4 . 2 .  M i c r o o r g a n i a m o s  p r o d u c t o r e s  de en z i mas  p e c t o l í t i c a s
Mi c r o o r g a n i s m o PE PMG ,PMGL PG PGL
Aeromonas  sp. +
Bacillus  sp. +
Bacter o i des rumin icola + +
Clostr idium multifermentans + +
Cytophaga depr imata +
Erw inia ar o i deae + + +
Pseudomon as  sp. + +
Xanthomonas campestris + +
As per gi 1 lus n iger + + +
Acrocylindrium  s p . + +
Botrytis c i nere a + +
C o 11etotrichum tr ifo1 i i + + +
Coniothyr ium diplodiella + +
Cor ticium rolfsii + +
G1o eos porium kake +
Fus ar ium oxysporum + + •V
Kl uyver omyces fragilis +
Pen ic i 11ium  s p . + -4- +
Rhizocton i a solani + + +
Rhizopus tritici +
Sclerotinia fructigina + + +
Thielavi opsis bas ico 1 a +
Vertic i 11 ium albo-atrum + + +
4 - 3 . 4 .  P r o p i e d a d e s  de l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  de p e c t i n a s a s .
4 . 3 . 4 . 1 .  P e c t i n  e s t e r a s a s .  Las  PE son p r o d u c i d a s  po r  p l a n t a s  
s u p e r i o r e s ,  numerosos hongos y a l g u n a s  l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s .  Los 
e s t u d i o s  más d e t a l l a d o s  se han r e a l i z a d o  s o b r e  PE de o r i g e n  v e g e t a l ,  
en cam bio  el  c o n o c i m i e n t o  de l a s  p r o p i e d a d e s  b i o g u i m i c a s  de l a s  
demás es b a s t a n t e  e s c a s o .  Se han e n c o n t r a d o  d i v e r s a s  fo rm as 
m o l e c u l a r e s  o i s o e n z i m a s  de PE en d i v e r s a s  f r u t a s  y en c i e r t o s  hongos.  
Las  p r i n c i p a l e s  c a r á c t e r i s t i  c a s  de l o s  c a so s  m ejor  c o n o c i d o s  se 
d e t a l l a n  en l a  T a b l a  4 . 3 .
La a c t i v i d a d  de l a s  PE puede s e r  e v a l u a d a  p o r  d i f e r e n t e s  
m étodos ( R e x o v á - B e n k o v á , L .  and M a r k o v i c ,  O . ,  1 9 76 ) .  U s ualm en te  
se r e a l i z a  una t i t u l a c i ó n  s i m u l a t á n e a  a l a  l i b e r a c i ó n  de l o s  
g r u p o s  c a r b o x l l i c o s  p o r  a c c i ó n  de l a  en zim a s o b r e  e l  s u s t r a t o .
E x i s t e n  o t r o s  métodos basados en l a  v a l o r a c i ó n  del  metanol  
l i b e r a d o  que son p a r t i c u a r m e n t e  ú t i l e s  cuando se desea medir l a  
a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  a un pH muy b a j o ,  en s istem a s  b uferados  o en
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t e j i d o s  v e g e t a l e s .  En e l l o s ,  e l  metanol  puede s e r  d e s t i l a d o  y  medido 
p o r  o x i d a c i ó n  a f o r m a l d e h l d o  ( H o l d e n ,  M. , 1945) o b i e n ,  se puede 
aumentar  l a  s e n s i b i l i d a d  t r a n s f o r m a d o  e l  metanol  en un n i t r i t o  
m e t í l i c o  v o l á t i l  que se d e t e r m i n a  p o r  medio de c r o m a t o g r a f 1 a 
g a s - l i q u i d o  ( B a r t o l o m é ,  L . G .  and H o f f ,  J . J . ,  1 9 7 2 ) .  O t r a  a l t e r n a t i v a  
i m p l i c a  l a  d i g e s t i ó n  de 1 a p e c t i n a  en p r e s e n c i a  de un b u f f e r  de 
b i c a r b o n a t o  en un r e s p i r ó m e t r o  de Warburg  de modo t a l  que l o s  g r u p o s  
c a r b o x í l i c o s  l i b e r a d o s  d e s p l a c e n  c a n t i d a d e s  e q u i v a l e n t e s  de C02  
( K i e r m e i e r ,  F . , 1 9 4 8 ) .
T a b l a  4 .3 s  P r i n c i p a l e s p r o p i e d a d e s de a l g u n a s PE de o r i g e n v e g e t a l  y
f ü n g i c o  (Rom bouts,  F .M . and P i l n i k , W. , 1980)
F u e n t e  de P u n to Peso A c t i v i d a d PH
e n z i  ma i s o e l é c t r i  co m o l e c u l a r e s p e c í  f i ca ópt. i mo
( 1 )
F r u t o s
Banana I *  (2 ) 8 , 9 3 0 . 0 0 0 457 6 , 0
I I * 9 , 4 3 0 . 0 0 0 529 6 , 0
N a r a n j a  (3 ) 2 . 2 0 0 8 , 0
N a r a n j a  I *  <4) 1 0 , 0 3 6 . 2 0 0 694 7 , 6
I I * 1 1 , 0 3 6 . 2 0 0 762 8 , 0
C i r u e l a  (5 ) 25 7 , 5
Tomate I *  <6 ) 2 7 . 5 0 0 1.1 5 0 6 - 9
I I *
I I I * 2 7 . 8 0 0
724 8 , 0
Hongos
Acrocylindrium s p . 7 , 5
Con iothyr ium diploidea I *
I I *
4 . 8
4 . 8
Cor t i cium rolfsii 3 7 . 0 0 0 3 , 5
Fusarium oxyspor um 3 5 . 0 0 0 203 7 , 0
B a c t e r i a s
Clostridium multifermentmns 4 0 0 . 0 0 0 48 9 , 0
( 1 )  U n i d a d e s . m g “ 4 de p r o t e i n a .
(3 )  Cifras nafsudaidai.
( 5 )  Prunas smlicin».
* Una de l a s  m ú l t i p l e s  i s o e n z im a s
<2) Has» par adisimc».
( 4 )  Cifras sinansis.
( 6 ) Lycoparsicón a s c u i a n t u e
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Las PE de n a r a n j a  m ue stra n  una d i s m i n u c i ó n  en 1 a v e l o c i d a d  de 
h i d r ó l i s i s  de l  s u s t r a t o  con un g r a d o  de p o l i m e r i z a c i ó n  p o r  d e b a jo  
de a l r e d e d o r  de 1 0 , h a c i é n d o s e  n u l a  con e l  t r i m e t i l  é s t e r  del 
t r í m e r o  (M c C re a d y ,  R.M. and B e e g m i l l e r ,  C . G . ,  1 9 5 4 ) .  Lo s  p u n t o s  
p r e f e r i d o s  de a t a q u e  s o b r e  l a  m o l é c u l a  de p e c t i n a  son p r o b a b le m e n te  
a q u e l l o s  g r u p o s  m e t i l  é s t e r  a d y a c e n t e s  a g r u p o s  c a r b o x l l i c o s  
l i b r e s  <Solms, J .  and D e u e l . H . , 1 9 5 5 ) .  S i n  embargo,  en p e c t i n a s  
a l t a m e n t e  m e t i l a d a s ,  a l r e d e d o r  de l a  m ita d  de l a  a c t i v i d a d  de PE 
p o d r í a  i n i c i a r s e  s o b r e  e l  e x tre m o  r e d u c t o r  de l a s  m o l é c u l a s  ( L e e ,
M. and M a c m i l l a n ,  J . D .  , 1 9 7 0 ) .  La PE de C, muí 11 fermentar, s, que 
es t é  c o m p l e j a d a  con una e x o - P G L , s o l a m e n t e  a t a c a  e l  s u s t r a t o  desde 
e l  e x tre m o  r e d u c t o r  de 1 a m o l é c u l a  (S h e im a n ,  M . I .  y c o l . ,  1 9 7 6 ) .
La d e s e s t e r i f i c a c i ó n  e n z i m á t i c a  de l a  p e c t i n a  ava nza  
l i n e a l  mente a l o  l a r g o  de l a  m o l é c u l a  m e d ia n te  e l  mecanismo l la m a d o  
de l a  s i m p l e  cadena ( H e r i , W. y c o l . ,  1 9 6 1 ) .  De e s t e  modo se forman 
t r o z o s  de l a  m o l é c u l a  con g r u p o s  c a r b o x l l i c o s  l i b r e s  que aumentan 
n o t a b l e m e n t e  l a  s e n s i b i l i d a d  de l a  p e c t i n a  a l a  p r e c i p i t a c i ó n  por  
c a l c i o  (K o h n ,  R. y c o l . ,  1 9 6 8 ) .  N o rm a lm e n te ,  l a  d e s e s t e r i f i c a c i ó n  no 
es c o m p l e t a ,  quedando un r e s t o  de a l r e d e d o r  del  10 7. de l o s  e n l a c e s  
é s t e r  i n t a c t o s  ( S o l m s ,  J .  and D e u e l ,  H . , 1 9 5 5 ) .
La a c t i v i d a d  de PE es muy i n f l u e n c i a d a  po r  l a  p r e s e n c i a  de 
c a t i o n e s  mono y d i v a l e n t e s  (Mac D o n n e l 1,  L . R .  y c o l . ,  1 9 4 5 ) .  También 
es i n h i b i d a  p o r  p e c t a t o s  ( i n h i b i c i ó n  p o r  p r o d u c t o  f i n a l ) .  De a cu e rd o  
con una t e o r í a  ( L i n e w e a v e r ,  H. and B a l l o u ,  G . A . , 1945) l a s  PE 
p o d r í a n  f o r m a r  un c o m p l e j o  i n a c t i v o  con e l  p e c t a t o  l o  que 
e x p l i c a r í a  e l  e f e c t o  a c t i v a n t e  de l o s  c a t i o n e s  d e b i d o  a que e l l o s  
p o d r í a n  l i b e r a r  a l a  e n zim a aumentando su a c t i v i d a d .
E s p e c í f i c a m e n t e  se ha e s t u d i a d o  l a  a c c i ó n  a c t i v a n t e  de d i s t i n t a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  de s o d i o ,  l o  que debe t e n e r s e  en c u e n t a  en e s t u d i o s  
d e l  e f e c t o  del  pH s o b r e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a  cuando l o s  b u f e r e s  
u sad os c o n t i e n e n  a e s t e  c a t i ó n  ( M c C o l l o c h ,  R . J .  and K e r t e s z , Z . I . ,  
1 9 4 7 ) .
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4 . 3 . 4 . 2 .  Rol i m e t i  1 g a l a c t u r o n a s a s .  Se han a i s l a d o  dos f r a c c i o n e s  de
endo-PMG de A . niger a p a r t i r  de un p r e p a r a d o  c o m e r c i a l  de 
p e c t i n a s a s  ( P e c t i n e x ) .  La  p r i m e r a  t i e n e  un pH ó p t im o  de 4 , 0  e 
h i d r o l i z a  a l a  p e c t i n a  a l t a m e n t e  e s t e r i f i c a d a  o r i g i n a n d o  una s e r i e  de 
p r o d u c t o s  que van d e l  monómero al  p e n tá m e ro .  En c a m b io ,  l a  segunda 
m u e s tra  un pH ó p t i m o  de 7 , 0  con p r o d u c t o s  que van del  d i  mero al  
p e n tá m e ro  ( A l b e r s h e i m ,  P. and K i l l i a s ,  U . , 1 9 6 2 ) .  S i n  em bargo,  es 
e x t r a h a  l a  a u s e n c i a  de más i n f o r m a c i ó n  a c e r c a  de e s t e  t i p o  de 
e n z i m a ,  po r  l o  que se duda de su v e r d a d e r a  e x i s t e n c i a  ( E d s t r o m ,  R .D .  
and P h a f f ,  H . J . ,  1 9 6 4 ) .
4 . 3 . 4 . 3 .  P o l i m e t i 1 g a l a c t u r o n a t o l i  a s a s .  L a s  endo-PMGL son p r o d u c i d a s  
c a s i  con e x c l u s i v i d a d  p o r  h o n g o s ,  s i e n d o  l a s  ú n i c a s  e x c e p c i o n e s  
d e s c r i p t a s  una cepa de E . carotouora <A l m e n g o r - H e c h t , M .L .  and
Bul 1,  A . T . ,  1 9 7 8 ) ,  o t r a  de E. aroideae (K a m im iy a ,  S .  y c o l . ,  1972)
y una pseudomona a i s l a d a  de r a í c e s  ( O h u c h i , A.  and T o m in a g a ,  T - ,  
1 9 7 4 ) .  En l a  T a b l a  4 . 4  se d e t a l l a n  l a s  p r i n c i p a l e s  p r o p i e d a d e s  de 
a l g u n a s  endo-PMGL.
T a b l a  4 . 4 »  P r i n c i p a l e s p r o p i e d a d e s de a l g u n a s endo-PMGL (Rombouts
F . M .  and P i l n i k ,  W . , 1 9 8 0 ) .
F u e n t e  de P u n to Peso A c t i  v i  dad pH
en zim a i s o e l é c t r i c o m o l e c u l a r e s p e c l f  i ca ópt  1 1
( 1 )
Hongos
Asper gi1lus fonsecaeus 19 5 , 2
Aspergillus japonicus 7 , 7 3 2 . 0 0 0 355 6 , 0
Asper gi1lus niger 3 , 5 24 5 , 2
Aspergillus niger o , 5 5 , 9
Aspergillus niger I* 3 , 6 5 3 5 . 4 0 0 17 6 , 0
I I * 3 , 7 5 3 3 . 1 0 0 44 6 , 0
B a c t e r i  as
Erwinia ar oideae 3 0 . 0 0 0 400 0 , 1
( 1 )  U n i d a d e s . m g “ * de p r o t e l n a .  * Una de l a s  m ú l t i p l e s  i s o e n z i m a s .
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L a s  endo-PMGL causan una r á p i d a  c a l d a  de 1 a v i s c o s i d a d  de l a s
s o l u c i o n e s  de p e c t i n a  y su a c c i ó n  d i s m i n u y e  r á p i d a m e n t e  con l a  
d i s m i n u c i ó n  de 1 a l o n g i t u d  de 1 a cadena de o l i g o g a l a c t u r o n a t o s  
( E d s t r o m ,  R . D .  and P h a f f ,  H . J . ,  1 9 6 4 ) .  L o s  s u s t r a t o s  de menor peso 
m o l e c u l a r  que pueden s e r  d e g ra d a d o s  son e l  t e t r a g a l a c t u r o n a t o  y el  
t r i  g a l a c t u r o n a t o  t o t a l m e n t e  m o t i l a d o s  p a r a  l a s  en zim a s de A . 
forisecaeus y  A. riiger r e s p e c t i v a m e n t e .
Se ha d e m o s tra d o  m e d ia n te  e s t u d i o s  c i n é t i c o s  r e a l i z a d o s  con dos 
i s o e n zim a s  s o b r e  o l i g o g a l a c t u r o n a t o s  t o t a l m e n t e  m e t i l a d o s  que el  
número de s u b s i t i o s  d e l  s i t i o  de u n i ó n  del  s u s t r a t o  e r a  de 8 y 9 o 
10  y que en l a  u n i ó n  p a r t i c i p a b a n  r e s t o s  de t i r o s i n a  y g r u p o s  
c a r b o x i l i c o s  (Van Ho uden hoven,  F . E . A . , 1 9 7 5 ) .
E s t a  en zim a ha a d q u i r i d o  g ra n  i m p o r t a n c i a  en v i r t u d  de que su 
a c c i ó n  c a t a l í t i c a  no p r o d u c e  m e t a n o l , con l o  c u a l  su uso es más 
a p r o p i a d o  en l a  d e g r a d a c i ó n  de s u s t a n c i a  p é c t i c a s  de v e g e t a l e s  
d e s t i n a d o s  a l a  a l i m e n t a c i ó n  ( I s h i i ,  S .  and Y o k o t s u d a ,  T . ,  1972;
S z a j e r ,  I .  and S z a j e r ,  C . , 1 9 8 2 ) .
4 . 3 . 4 . 4 .  P o l i  g a l a c t u r o n a s a s .  L a s  e n d o -P G  son p r o d u c i d a s  p o r  numerosos 
hongos y b a c t e r i a s ,  t a n t o  s a p r o f í t i c o s  como p a t ó g e n o s  v e g e t a l e s ,  y 
t a m b ié n  p o r  a l g u n a s  l e v a d u r a s .  Además se l a s  e n c u e n t r a  en p l a n t a s  
s u p e r i o r e s ,  e s p e c i a l m e n t e  en f r u t o s  maduros.  A l g u n a s  de l a s  
p r i n c i p a l e s  c a r a c t e r 1s t i c a s  de l a s  e n do -P G  de d i s t i n t o s  o r í g e n e s  
se m u e s tra n  en l a  T a b l a  4 . 5 .  De i g u a l  modo que con l a s  PE,  aquí 
ta m b i é n  se p r e s e n t a n  i s o e n z im a s  con d i s t i n t a s  p r o p i e d a d e s  p r o d u c i d a s  
p o r  e l  mismo o r g a n is m o .
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T a b l a  4 . 5 b P r o p i e d a d e s  de a l g u n a s e n do -P G  de o r i g e n  v e g e t a l  y
m i c r o b i a n o  (Rom bouts,  F . M .  and P i l n i k ,  W . , 1 9 8 0 ) .
F u e n t e  de P u n to Peso A c t i  v i  dad pH
en zim a i s o e l é c t r i c o m o l e c u l a r e s p e c l f  i ca ópt  i 1
<1 )
F r u t o s
Tomate I *  (2 ) 0 4 . 0 0 0 4 , 5
I I * 4 4 . 0 0 0 5 , 0
Hongos
Asper gi1lus niger I *  3 , 8
I I *
I I I *  4 , 5
Asper giIlus niger I* 3 5 . 0 0 0 81
4 . 0  
4 , 5
cr c J Y J
4 .1
I I * 8 5 . 0 0 0 44 3 , 8
Asper gi1lus niger 4 6 . 0 0 0 75 5 , 0
Asper gi1lus japón i cus 3 5 . 5 0 0 1 .3 6 2 4 , 5
Botrytis cinérea 6 9 . 0 0 0 2 . 0 4 9 4 , 0
Fusarium oxyspoum I *  7 , 0 3 7 . 0 0 0 194 5 , 0
I I *  7 , 0 3 7 . 0 0 0 148 5 , 0
Rhizopus arrhizus 3 0 . 3 0 0 92 5 , 0
Trichoderma koningii I *  6 , 4 3 2 . 0 0 0 5 , 0
I I *  6 , 6 3 2 . 0 0 0 5 , 0
Vertici 11 i un albo-atrun 3 0 . 0 0 0 2 . 0 7 5 6 , 5
L e v a d u r a s
Kluyveromyces fragilis 168 4 , 4
B a c t e r i  as
f r w i ' r u a  car o totora 362 5 , 3
Pseudomon as capada 125 4 , 5
* Una de l a s  m ú l t i p l e s  i s o e n z i m a s .
( 1 )  U n id a d e s .r n g - 1 .
( 2 )  Lycoper s icón esculentu■.
En e l  c a s o  de Asper gi1lus niger son d a t o s  de d i f e r e n t e s  a u t o r e s .
La m a y o r í a  de l a s  e n d o -P G  t i e n e n  un peso m o l e c u l a r  co m p re n d id o  
e n t r e  3 0 . 0 0 0  y  3 3 . 0 0 0  y son de n a t u r a l e z a  g l 1c o p r o t e i c a .  Su a c t i v i d a d
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se d e s a r r o l l a  e s p e c í f i c a m e n t e  s o b r e  p o l i  g a l a c t u r o n a t o ,  m ostrand o  una 
g ra n  d i s m i n u c i ó n  en su c a p a c i d a d  h i d r o l i t i c a  s o b r e  p e c t i n a s  con e l  
aumento en e l  g r a d o  de e s t e r i f i c a c i ó n  de é s t a s .  La a c t i v i d a d  s o b r e  
o l i g o g a l a c t u r o n a t o s  d i s m i n u y e  con l a  d i s m i n u c i ó n  en e l  g r a d o  de 
p o l i m e r i z a c i ó n ,  l l e g a n d o  a que e l  d i  g a l a c t u r o n a t o  no es h i d r o l i z a d o  
y ,  en a l g u n a s  de l a s  e n z i m a s ,  tampoco el  t r i g a l a c t u r o n a t o .  Los 
p e c t a t o s  con g r u p o s  a c e t i l o s  e s t e r i f i  cando a l o s  o x h i d r i l o s  de l o s  
c a r b o n o s  2 y 3 son ta m b ié n  d e g r a d a d o s  a l a  misma v e l o c i d a d ,  p e r o  l o s  
v a l o r e s  de l a s  c o n s t a n t e s  de l i i c h a e l i s  se in c r e m e n t a n  y no se l l e g a  
h a s t a  el  mismo g r a d o  de h i d r ó l i s i s  f i n a l  que en e l  caso  a n t e r i o r .
Las  e n do -P G  pueden s e r  m edidas e v a l u a n d o  e l  aumento del  poder 
r e d u c t o r  o l a  d i s m i n u c i ó n  de 1 a v i s c o s i d a d  de l a  s o l u c i ó n  del 
s u s t r a t o .  Se han d e s c r i p t o  d i s t i n t o s  métodos de medida del  
in c r e m e n t o  de l  p o d e r  r e d u c t o r  ( R e x o v á - B e n k o v á , L .  and M a r k o v i c ,
0 . ,  1 9 7 6 ) ,  p e r o  l o s  p r e f e r i d o s  son l o s  t e s t  c o l o r i m é t r i  eos de 
S o m o g y i - N e l s o n  ( S p i r o ,  R . G . ,  1966) y e l  de M i l n e r  ( M i l n e r ,  Y.  and 
A v i g a d ,  G . , 1 9 6 7 ) .  Ambos métodos son c o n v e n i e n t e s  ya que e v i t a n  el 
uso de c o n d i c i o n e s  de r e a c c i ó n  f u e r t e m e n t e  a l c a l i n a s  b a j o  l a s  c u a l e s  
l o s  s u s t r a t o s  con un a l t o  g r a d o  de e s t e r i f i c a c i ó n  son d e g ra d a d o s  por  
una b e t a - e l i m i n a c i ó n  in c r e m e n t a n d o  l a  a p a r i c i ó n  de g r u p o s  
r e d u c t o r e s  con l o  que se o b t i e n e n  v a l o r e s  de a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  
con e r r o r  en e x c e s o .
Lo s métodos v i s c o s i m é t r i  eos son muy s e n s i b l e s  p a r a  e l  ensayo 
de l a s  e n d o -P G .  E s t a s  e n z im a s  p ro d u c e n  un 50 7. de c a l d a  en l a  
v i s c o s i d a d  de una s o l u c i ó n  de p e c t a t o  con un b a j o  p o r c e n t a j e  de 
h i d r ó l i s i s  de l a s  u n i o n e s  g l i c o s i d i c a s  (Rom bouts,  F . M .  and P i l n i k ,
W . , 1 9 7 2 ) .  D e b id o  a d i f e r e n c i a s  en su modo de a c c i ó n ,  l a s  e n zim as de 
d i f e r e n t e  o r i g e n  pueden v a r i a r  e s t e  p o r c e n t a j e ,  aun b a j o  c o n d i c i o n e s  
de e n s a yo  c u id a d o s a m e n te  e s t a n d a r t i z a d a s ,  s i t u a c i ó n  s i m i l a r  a l a  que 
o c u r r e  con l a s  a l f a - a m i 1 a sa s ( R o b y t ,  J . F .  and F r e n c h ,  D . , 1 9 6 7 ) .  Al  
r e s p e c t o ,  se han d e s c r i p t o  dos mecanismos de a c c i ó n  d i f e r e n t e s .  En 
uno de e l l o s ,  en e l  c o m p l e j o  e n z i m a - s u s t r a t o  se h i d r o l i z a  a l  a z a r  una 
u n i ó n  g l i c o s i d i c a ,  s i g u i e n d o  una c o m p l e t a  d i s o c i a c i ó n  en enzim a
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y p r o d u c t o » .  En e l  o t r o  c a i o ,  l e  h i d r ó l i s i s  al  a z a r  de una u n ió n  
g l i c o s i d i c a  es s e g u i d a  p o r  una h i d r ó l i s i s  s e c u e n c i a l  en uno de l o s  
p r o d u c t o s ,  o r i g i n a n d o  l a  l i b e r a c i ó n  de o l 1g o g a l a c t u r o n a t o s .  E l  
p r i m e r  mecanismo t i e n e  l u g a r  con l a  enzim a de Kluyvaromyc&s 
fragiJis, l a  c u a l  h i d r o l i z a  p e c t a t o  m e d ia n te  l a  p r o d u c c i ó n  de una 
s e r i e  de o l i g o g a l a c t u r o n a t o s  de a l t o  peso m o l e c u l a r ,  que son 
s u b s e c u e n te m e n te  h i d r o l i z a d o s  h a s t a  l l e g a r  f i n a l m e n t e  al  d i  y al  
m o n o g a l a c t u r o n a t o  ( P h a f f ,  H . J . ,  i 9 6 6 ) .  Un e j e m p l o  de l  segundo 
mecanismo se e n c u e n t r a  en l a  en zim a p r o d u c i d a  p o r  Collatotr ichum 
I irtdemuthianum, l a  c u a l  a p e s a r  de s e r  d e l  t i p o  endo o r i g i n a  
p re d o m in a n t e m e n te  t r i  y d i  g a l a c t u r o n a t o s  d u r a n t e  t o d o  e l  c u r s o  de 1 a 
r e a c c i ó n  ( E n g l i s h ,  P . D .  y c o l . ,  1 9 7 2 ) .
Las  e n d o -P G  ta m b ié n  m u e s tra n  d i f e r e n c i a s  c o n s i d e r a b l e s  en l o s  
modos de a c c i ó n  s o b r e  l o s  o l i g o g a l a c t u r o n a t o s .  E s t a s  d i f e r e n c i a s  son 
d e t e r m i n a d a s  t a n t o  p o r  l a  n a t u r a l e z a  del s i t i o  a c t i v o  de l a s  enzim as 
como p o r  e l  tamaPlo y l a  p o s i c i ó n  de l o s  g r u p o s  c a t a l i t i c o s .  Por 
e j e m p l o ,  una h i p ó t e s i s  ( R e x o v A - B e n k o v á , L . , 1973) s o s t i e n e  que 
e l  s i t i o  a c t i v o  de l a  en zim a de A, niger e s t á  compuesto por  
c u a t r o  s u b s i t i o s  y que e l  g r u p o  que c a t a l i z a  l a  h i d r ó l i s i s  e s t á  
s i t u a d o  e n t r e  l o s  s u b s i t i o s  1 y  2 < F ig .  4 . 4 ) .  O t r o  caso es e l  de l a s  
e n z i m a s  de to m a te  y de Erwirtia carotovora en l a s  c u a l e s  l o s  s i t i o s  
a c t i v o s  e s t á n  fo rm a d o s  p o r  un número menor de s u b s i t i o s ,  
p o s t u l á n d o s e  que h a b r í a  o t r o s  s e c t o r e s  de l a  m o l é c u l a  de l a  
en zim a e n c a r g a d o s  de o r i e n t a r  a l o s  s u s t r a t o s  con a l t o  g r a d o  de 
p o l i m e r i z a c i ó n  ( K o l l e r ,  A.  and Neukom, H . , 1 9 6 9 ) .
Lo s  g r u p o s  c a t a l í t i c o s  de 1 a en d o -P G  de A . nigar son 
h i s t i d i n a  y uno con un r e s t o  c a r b o x l l i c o  ( R e x o v á - B e n k o v á , L .  and 
S l e z á r i k ,  A . ,  1 9 7 0 ) ,  en t a n t o  se presume que e x i s t e n  g r u p o s  
c a r b o x f l i c o s  y a l g u n o s  a l c o h ó l i c o s  s e c u n d a r i o s  d e l  s u s t r a t o  
i n v o l u c r a d o s  en l a s  i n t e r a c c i o n e s  con l a  en zim a  (R e x o v á - B e n k o v á ,
L .  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .
En cu a n to  a 1 as exo-PG podemos d e c i r  que se encuentran en p l a n t a s  
s u p e r i o r e s ,  en el t r a c t o  i n t e s t i n a l  de numerosos i n s e c t o s ,  en hongos y
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en a l g u n a s  b a c t e r i a s .  E x i s t e n  una s e r i e  de t r a b a j o s  a c e r c a  de e s t a  
en zim a de o r i g e n  v e g e t a l ,  e n t r e  l a s  gue se i n c l u y e n  a l a s  de z a n a h o r i a  
y d u r a z n o  ( P r e s s e y ,  R. and A v a n t s ,  J . K . ,  1975 a ) ,  f r u t a s  c í t r i c a s  
( R i o v ,  J . ,  1 9 7 5 ) ,  p e p i n o  ( P r e s s e y ,  R. and A v a n t s ,  J . K .  , 1975 t ) , p e ra  
( P r e s s e y ,  R. and A v a n t s ,  J . K . ,  1 9 7 6 ) ,  manzana ( B a r t l e y ,  I . M . , 1978) y
avena ( P r e s s e y ,  R. and A v a n t s ,  J . K . ,  1 9 7 7 ) .  En t o d o s  e s t o s  c a s o s ,  l a s  
e n z im a s  p r e s e n t a n  mayor a c t i v i d a d  con p e c t a t o s  de no muy a l t o  peso 
m o l e c u l a r ,  l o s  c u a l e s  son a t a c a d o s  desde e l  e x tre m o  no r e d u c t o r  con 
p r o d u c c i ó n  de m o n o g a l a c t u r o n a t o .  E l  pH ó p t im o  es de a l r e d e d o r  de 
5 , 0  y son e s t i m u l a d a s  p o r  l a  p r e s e n c i a  de c a l c i o .
Fig* 4.4. Modelo de clivaje de oligogalacturonatos
y del sitio activo de endo-PG de A. niger.
O  Residuo de galacturonato.
•  Grupo reductor terminal.
Union glicosídica.
1, 2 y 3: subsitios de unión. 
a Sitio catalítico
La a c t i v i d a d  de l a s  e x o -P G  de i n s e c t o s  es p r o p o r c i o n a l  al  l a r g o  
de cadena de p e c t a t o  de l  c u a l  l i b e r a n  m o n o g a l a c t u r o n a t o  y como 
c a r a c t e r í s t i c a  d i s t i n t i v a  se puede d e c i r  que e l  s u s t r a t o  es a ta c a d o  
pop ©i e x tre m o  r e d u c t o r  ( C o u r t o i s ,  J ■E» y c o l . ,  1 9 6 0 ) .
En c u a n t o  a l a s  e x o -P G  m i c r o b i a n a s ,  muchas de e l l a s  t i e n e n  
p r e f e r e n c i a  p o r  o l i g o g a l a c t u r o n a t o s  en t a n t o  que,  desde e l  p u n to  de 
v i s t a  de su l u g a r  de a c c i ó n ,  l a s  hay e x t r a e s ! u l a r e s  como una de A .
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1976) yniger <H e i n r i c h o v á , K.  and R e x o v á - B e n k o v á , L .  , 
ta m b ié n  u n i d a s  a l a  p a re d  c e l u l a r  como l a  de Acrocylindriuw sp .  
( K i m u r a ,  H. and M iz u s h i m a ,  S .  , 1 9 7 3 ) .  Las  e x o -P G  de ErNinia 
aroideae y l a  de una pseudomona p r e f i e r e n  s u b s t r a t o s  de a l t o  peso 
m o l e c u l a r  que es h i d r o l i z a d o  desde e l  e x tre m o  no r e d u c t o r  (H a ta n a k a ,  
C.  and Imamaura,  T .  , 1 9 7 4 ) .
4.  , 4 . 5 .  Pol  i q a l  a c t u r o n a t o l  i  a s a s .  L a s  en do - PGL son p r o d u c i d a s  por
v a r i o s  g r u p o s  de b a c t e r i a s  y p o r  a l g u n o s  hongos p a t ó g e n o s  de 
v e g e t a l e s .  En l a  T a b l a  4 . 6  se d e t a l l a n  a l g u n a s  c a r a c t e r i s t 1 cas 
g e n e r a l e s  de l a s  e n d o -P G L  más r e c i e n t e m e n t e  d e s c r l p t a s .
T a b l a  4 . 6 í  P r i n c i p a l e s  p r o p i e d a d e s  de a l g u n a s  e n do -P G L de o r i g e n  
m i c r o b i a n o  (Rom bouts,  F . M .  and P i l n i k ,  W. , 1 9 8 0 ) .
F u e n t e  de 
enz i ma
P u n to
i s o e l é c t r i  co
Peso
m o l e c u l a r
A c t i  v i  dad 
e s p e c l f  i ca 
(1 )
pH
ó p t i m o
Bacteri as
Bacillus polymyxa 
Baci 1 lus subtilis 9 , 8 5 3 3 . 0 0 0
Er Mirria aroideae 3 7 . 0 0 0
Erwinia carotovora 
Pseudomona iluorescens 1 0 , 3 4 2 . 3 0 0
Streptomyces fradiae 
Xanthomonas campe stris
Hongos
Cephalospor ium s p .
Hypomyces solani I*  1 0 , 2 - 1 0 , 5  3 2 . 4 0 0
I I *  4 2 . 0 0 0
(1 )  U n i d a d e s . m g _1 de p r o t e l n a .
* Una de l a s  m ú l t i p l e s  i s o e n z i m a s .
La m a y o r í a  de e s t a s  e n zim a s  t i e n e n  un a l t o  v a l o r  de pH ó ptim o  
y un r e q u e r i  m ie n t o  a b s o l u t o  p o r  l a  p r e s e n c i a  de c a l c i o .  Por medio de 
una b e t a  e l i m i n a c i ó n  en l o s  s u s t r a t o s  se p ro d u c e n  p r o d u c t o s  con una 
d o b l e  u n i ó n  e n t r e  l o s  c a r b o n o s  4 y 5 c o n ju g a d a  con e l  g r u p o  
c a r b o x f l i c o ,  l o  que hace que te n g a n  una máximo de a b s o r c i ó n  a 
235 nm. Por e l l o ,  l a s  en d o -P G L pueden s e r  e n sa ya d a s  c o n v e n ie n te m e n te  
p o r  métodos e s p e c t r o f o t o m é t r i e o s  en e l  u l t r a v i o l e t a ,  con un
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8 ,3-9 , 6
8 . 5
9,1
90 8 , 5
956 9 , 4
176 9 ,1
1 .0 5 0  9 , 5
364 9 , 9
8 . 5
c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ó n  de 4 . 6 0 0  cma .m m o l“ x ( M a c m i l l a n ,
J . D .  and Phaf -f ,  H . J . ,  1 9 6 6 ) .
Lo s  p e c t a t o s  son muy buenos s u s t r a t o s  p a r a  l a s  e n d o -P G L ,  no asi  
l o s  g a l a c t u r o n a t o s  a l t a m e n t e  s u s t i t u i d o s  como l a s  gomas t r a g a c a n t o  y 
k a r a y a .  Usando t e t r a g a l a c t u r o n a t o  se d e m o stró  que e l  v e r d a d e r o  
s u s t r a t o  de l a  e n zim a e r a  l a  s a l  c á l c i c a ,  m i e n t r a s  que el  an ió n  
t e t r a g a l a c t u r o n a t o  l i b r e  a c t u a b a  como un i n h i b i d o r  c o m p e t i t i v o  
( A t a l l a h ,  M . T .  and N a g e l , C . W . , 1 9 7 7 ) .
Su a c c i ó n  c a t a l í t i c a  hace que l a  v i s c o s i d a d  de l a s  s o l u c i o n e s  
de s u s t r a t o  b a j e  r á p i d a m e n t e  con r e s p e c t o  al  número de u n i o n e s  
g l i  c o s í  d i  c a s  c o r t a d a s .  Además, su a c t i v i d a d  d i s m i n u y e  con l a  
d i s m i n u c i ó n  en e l  l a r g o  de l a  cadena de l  s u s t r a t o .  Más 
e s p e c i  t i c a m e n t e ,  l a  c o n s t a n t e  de M i c h a e l i s  aumenta con l a  
d i s m i n u c i ó n  de l  peso m o l e c u l a r  d e l  s u s t r a t o ,  m i e n t r a s  que l a  
v e l o c i d a d  máxima en c o n d i c i o n e s  de s u s t r a t o  s a t u r a n t e  permanece 
c o n s t a n t e  ( N a g e l ,  C.W.  and W i l s o n ,  T . M . , 1 9 7 0 ) .  La m a y o r í a  de l a s  
e n d o -P G L  d e s c r i p t a s  son c a p a c e s  de d e g r a d a r  h a s t a  t r i  g a l a c t u r o n a t o  
como e l  s u s t r a t o  de menor peso m o l e c u l a r .  S i n  em bargo,  o t r a s  son 
i n c a p a c e s  de h a c e r l o .  E s t a  p r o p i e d a d  p e r m i t i ó  su c l a s i f i c a c i ó n  en 
dos g r a n d e s  g r u p o s  ( R e x o v á - B e n k o v á , L .  and M a r k o v i c ,  0 . ,  1 9 7 6 ) .
Las  e x o -P G L  son e n z im a s  que a t a c a n  con p r e f e r e n c i a  p e c t a t o s  y no 
p e c t i n a s ,  p r e s e n t a n d o  un pH ó p t im o  e n t r e  6 , 0  y 9 , 5 .  En e l  caso de 
l a s  p r o d u c i d a s  p o r  C .  muít i fermentaos y p o r  S . n itrospereus es 
n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  de c a l c i o ,  no a s í  con l a s  de ErMinia sp 
aunque es f u e r t e m e n t e  a c t i v a d a  po r  l a  p r e s e n c i a  de s o d i o  ( H a ta n a k a ,  C. 
and Ozawa,  J . , 1 9 7 3 ) .
La v e l o c i d a d  de r e a c c i ó n  de l a s  e x o -P G L  es 1 a misma t a n t o  con 
p o l i  g a l a c t u r o n a t o s  como con o l i g o g a l a c t u r o n a t o s , s i e n d o  e l  
t r i  g a l a c t u r o n a t o  e l  s u s t r a t o  de menor peso m o l e c u l a r  h i d r o l i z a d o .  El  
c a s o  de l a  en zim a  p r o d u c i d a  p o r  C .  » u It i fermentaos es p a r t i c u l a r  
ya que e s t á  c o m p l e j a d a  con una PE.  E l  c o m p l e j o  es a c t i v o  s o b re  
p e c t i n a  a l t a m e n t e  e s t e r i f i c a d a ,  p r o d u c i e n d o  g r u p o s  c a r b o x í I l e o s  
l i b r e s  y d i  g a l a c t u r o n a t o s  i n s a t u r a d o s  en una r e l a c i ó n  de 2 i l .
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A p a r e n t e m e n t e ,  l a s  dos a c t i v i d a d e s  a c tú a n  de una manera c o o r d i n a d a  
en l a  c u a l  l a  cadena de s u s t r a t o  pasa del  s i t i o  a c t i v o  de 1 a e s t e r a s a  
a l  de l a  l i a s a  s i n  un i n t e r m e d i o  d i s o c i a d o  de l a s  e n z im a s .
4 . 3 . 5 .  P r o d u c c i ó n  i n d u s t r i a l .
4 . 3 . 5 . 1 .  S e l e c c i ó n  de m i c r o o r g a n i s m o s .  E l  p r i m e r  paso p a r a  el  
d e s a r r o l l o  o l a  m e jo ra  de un p r o c e s o  i n d u s t r i a l  de p r o d u c c i ó n  de 
p e c t i n a s a s  es l a  búsqueda de m ic r o o r g a n i s m o s  con un n i v e l  de 
p r o d u c c i ó n  a p r o p i a d o .  E s t a  s e l e c c i ó n  r e s u l t a  u s u a l  mente del  
chequeo de c i e n t o s  de cepas en c u a n t o  a su c a p a c i d a d  p r o d u c t i v a  de una 
d e t e r m i n a d a  e n zim a p o r  l o s  c l á s i c o s  métodos en p l a c a  d e s c r i p t o s  
p a r a  e n z im a s  h i d r o l i t i c a s  en g e n e r a l  ( D i n g l e ,  J .  y c o l . ,  1 9 5 3 ) .
□ t r a s  a l t e r n a t i v a s  i n t e r e s a n t e s  son l a  r e a l i z a c i ó n  de t e s t  más 
e s p e c í f i c o s  como l o  son l o s  e n s a y o s  de c l a r i f i c a c i ó n  de j u g o  de 
manzana, l o s  t r a t a m i e n t o s  de h o m og ene izado s de f r u t a s  y l a  
m a c e r a c ió n  de d i s c o s  de papa ( E n d o ,  A.  and M i u r a ,  Y . ,  1961.
Una s e r i a  r e s t r i c c i ó n  en l a  búsqueda de nue v a s  cepas 
p r o d u c t o r a s  es e l  hecho de que pocos m i c r o o r g a n i s m o s  t i e n e n  l a  
a p r o b a c i ó n  o f i c i a l  p a r a  su uso en l a  i n d u s t r i a  a l i m e n t i c i a .  E s t a  es 
p r o b a b l e m e n t e  l a  r a z ó n  p r i n c i p a l  p o r  l a  c u a l  l o s  p r e p a r a d o s  
c o m e r c i a l e s  son o b t e n i d o s  p o r  c u l t i v o s  g e n e r a l m e n t e  del g é n e ro  
Aspergi1lus, p a r t i c u l á r m e n t e  A. niger, A. o r y z a e  y A . 
wentii. No se p ro d u c e n  p e c t i n a s a s  de o r i g e n  b a c t e r i a n o  a p e s a r  de 
que c i e r t a s  b a c t e r i a s  como B. subtilis y  P. fluorescens 
s i n t e t i z a n  c o n s t i t u t i v a m e n t e  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de P 6 L ,  enzim a con 
i m p o r t a n c i a  i n d u s t r i a l  en l a  e l a b o r a c i ó n  de p u r é  de papas y en 1 a 
m a c e r a d ó n  de v e g e t a l e s  t r o z a d o s .
O t r o  a s p e c t o  i m p o r t a n t e  en l a  econom ía de l o s  p r o c e s o s  de 
p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s  es e l  v i n c u l a d o  a l  a i s l a m i e n t o  de m u tantes  
más p r o d u c t i v o s ,  r e s i s t e n t e s  a l a  r e p r e s i ó n  c a t a b ó l i c a  y 
f o r m a d o r e s  de g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de en zim a s i n  l a  n e c e s id a d  de l  uso de 
i n d u c t o r e s .
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4 . 3 . 5 . 2 .  S is t e m a s  de p r o d u c c i ó n .  En g e n e r a l ,  l a s  en zim a s m i c r o b i a n a s  
se p ro d u c e n  m e d ia n te  dos g r a n d e s  métodos a s a b e r ,  p r o c e s o s  
s u m e r g id o s  o c u l t i v o s  en s u p e r f i c i e  s o b r e  s u s t r a t o s  s ó l i d o s .  E l  
p r i m e r o  de e l l o s  posee v e n t a j a s  de un m e jo r  y mayor c o n t r o l  s o b re  l a s  
v a r i a b l e s  del  p r o c e s o  p o r  l o  que e s t á  más am p l ia m e n te  d i f u n d i d o .
S i n  em bargo,  se t i e n e  l a  i m p r e s i ó n  que en e l  c a so  de l a s  p e c t i n a s a s  
se emplean a c t u a l m e n t e  métodos de c u l t i v o  en s u p e r f i c i e  en mayor 
medida que l o  d i v u l g a d o ,  ya sea p o r  r a z o n e s  de r e n d i m i e n t o s  
e n z i m á t i c o s  o b i e n  p o r  l a  c o m p o s i c i ó n  de l a  m e z c la  de en zim a s 
p r o d u c i  d a s .
E l  d iserto  de un medio de f e r m e n t a c i ó n  b i e n  b a la n c e a d o  es una 
e t a p a  c r i t i c a  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  de a l t o s  n i v e l e s  e n z i m á t i c o s .
A s i ,  en e l  caso  de p r o c e s o s  s u m e r g i d o s ,  l a  c o m p o s i c i ó n  e x a c t a  de 
l o s  m edios i n d u s t r i a l e s  se m a n t ie n e  en r e s e r v a .  E s t o s  g e n e ra lm e n te  
c o n t i e n e n  m e z c la s  de c a r b o h i d r a t o s  ( g l u c o s a ,  m e l a s a s ,  a l m id o n e s ,  
h a r i n a s ,  e t c . ) ,  s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  (macerado de m a í z ,  e x t r a c t o  
de l e v a d u r a ,  g e l a t i n a ,  c a s e í n a ,  v i n a z a s ,  e t c . )  y m i n e r a l e s .  Con 
e s t o s  com ponentes se pueden p r o d u c i r  e n z im a s  que sean c o n s t i t u t i v a s ,  
p e r o  l a  m a y o r í a  de l a s  p e c t i n a s a s  c o m e r c i a l e s  son i n d u c i b l e s  por l o  
que se hace n e c e s a r i o  el  a g re g a d o  de s u s t r a t o s  c o n t e n i e n d o  p e c t i n a  
t a l e s  como p u l p a  de r e m o l a c h a ,  c á s c a r a  de f r u t o s  c i t r i c o s  u o r u j o  
de manzana.  Además del  e f e c t o  i n d u c t o r ,  l a  p r e s e n c i a  de p e c t i n a  
f a v o r e c e  l a  l i b e r a c i ó n  de l a s  e n z im a s  del  m i c e l i o  ( N y i r i , L . , 1 9 6 8 ) .
En e l  caso  de l  uso de c u l t i v o s  s ó l i d o s  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de 
p e c t i n a s a s ,  e l  medio se p r e p a r a  a p a r t i r  de a f r e c h o  de t r i g o  
a d i c i o n a d o  de o t r o s  i n g r e d i e n t e s  s i m i l a r e s  a l o s  m encionados 
a n t e r i o r m e n t e .  T o do s  e l l o s  se m ezc la n  con agua de a c u e r d o  con c i e r t a s  
e s p e c i f i c a c i o n e s  a l o s  e f e c t o s  de que no quede una f a s e  l i q u i d a  
l i b r e .  Lo s  p r o c e s o s  se pueden l l e v a r  a cabo t a n t o  en cámaras 
c e r r a d a s  con b a n d e j a s  p e r f o r a d a s  en su i n t e r i o r  c o n t e n i e n d o  capas del 
medio de c u l t i v o  o b i e n ,  en ta m b o re s  r o t a t o r i o s  h o r i z o n t a l e s  de v a r i o s  
m e tr o s  de d i á m e t r o  con s u s t r a t o  ocupando e n t r e  1/2 y 2/3  del  
v o lu m e n .  Después de l a  i n o c u l a c i ó n  con l a  s u s p e n s i ó n  de e s p o r o s
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se hace c i r c u l a r  a i r e  a t r a v é s  de l o s  r e a c t o r e s  e l  c u a l  puede o no 
s e r  humectado y / o  t e r m o s t a t i 2 ado p a r a  mantener l a s  c o n d i c i o n e s  del 
p r o c e s o  d e n t r o  de l o s  r a n g o s  más a p r o p i a d o s .
En ambos s i s t e m a s  de c u l t i v o  e l  t ie m p o  r e q u e r i d o  p a r a  l a  máxima 
p r o d u c c i ó n  e n z i m A t i c a  v a r i a  e n t r e  1 y  6 d i a s .  C o m p le tada  l a  
f e r m e n t a c i ó n ,  en e l  c a so  se p r o c e s o s  s u m e rg id o s  se s e p a r a  l a  masa 
c e l u l a r  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  o f i l t r a c i ó n .  En l o s  medio s ó l i d o s ,  
l a s  e n zim a s  deben s e r  e x t r a í d a s  p o r  medio con e q u i p o s  de 
e x t r a c c i ó n  en c o n t r a c o r r i  e n t e  empleando agua a d i c i o n a d a  o no de 
c o n s e r v a d o r e s .  A l t e r n a t i v a m e n t e ,  l a  masa f e r m e n ta d a  puede s e r  secada 
al  v a c i o  y m o l i d a ,  o b t e n i é n d o s e  un p r e p a r a d o  c o m e r c i a l  c r u d o .
En ambos c a s o s ,  l a s  s o l u c i ó n  e n z i m A t i c a  o b t e n i d a  puede se r  
c o n c e n t r a d a  al  v a c í o  o b i e n  se pueden som eter  a una p r e c i p i t a c i ó n  
f r a c c i o n a d a  m e d ia n te  l a  a d i c i ó n  de s a l e s  t a l e s  como <NfU)*SCU,  N a zS C u , 
NaCl o Na2HPO« o con s o l v e n t e s  o r g á n i c o s  como i s o p r o p a n o l ,  a c e t o n a ,  
a c e t a t o  de e t i l o ,  m etanol  o e t a n o l . Luego de l a  p r e c i p i t a c i ó n ,  l a  
t o r t a  de p r o t e í n a s  se s e p a r a  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  o f i l t r a c i ó n  y 
se seca al  v a c í o  a b a j a s  t e m p e r a t u r a s  o puede r e d i s o l v e r s e  p a ra  
o b t e n e r  un c o n c e n t r a d o  e n z i m á t i c o  con l a  a d i c i ó n  de
e s t a b i l i z a n t e s .  En e l  c a so  de un p r e p a r a d o  en p o l v o  se t a m i z a  y se 
f o r m u l a  m e z c lá n d o s e  con i n e r t e s  t a l e s  como g e l a t i n a ,  c a s e í n a ,  
g l u c o s a ,  s a c a r o s a ,  l a c t o s a ,  a l m id ó n  y s a l e s  que tam bién  pueden 
u s a r s e  en un p r e p a r a d o  l i q u i d o .  La t i e r r a  de d ia to m e a s  es un 
e x c i p i e n t e  empleado cuando e l  p r e p a r a d o  e n z i m á t i c o  va a u s a r s e  en un 
p r o c e s o  en e l  c u a l  l a  s o l u c i ó n  a t r a t a r  va a s e r  p o s t e r i o r m e n t e  
f i l t r a d a .  En a l g u n o s  c a s o s ,  se a d i c i o n a n  b u f f e r s  y s a l e s  a l o s  e f e c t o s  
de m antener  un pH a p r o p i a d o  p a r a  l o g r a r  l a  máxima e s t a b i l i d a d  del  
p r e p a r a d o  e n z i m á t i c o .
Be e s t i m a  que e l  mercado m undia l  de e n zim a s  em pleadas po r  l a  
i n d u s t r i a  a l i m e n t i c i a  es de a l r e d e d o r  de 45 m i l l o n e s  de d ó l a r e s  
a n u a l e s ,  d e l  c u a l  a l g o  menos de un c u a r t o  c o r r e s p o n d e  a l a s  p e c t i n a s a s  
m a n u f a c t u r a d a s  p o r  d i s t i n t a s  co m pa ñía s  en E u r o p a ,  E E .U U  y J a p ó n .
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4 . 3 . 6 .  A p l i c a c i o n e s .
4 . 3 . 6 . 1 .  P r o c e s a m i e n t o  de f r u t a s .  En muchos p r o c e s o s  de e l a b o r a c i ó n  
de p r o d u c t o s  c o n t e n i e n d o  f r u t a s ,  l a  p r e s e n c i a  de p e c t i n a s a s  t i e n e  
e f e c t o s  i n d e s e a b l e s .  Las  p e r a s  y  d u r a z n o s  que van a s e r  e n l a t a d o s  se 
a b la n d a n  d u r a n t e  e l  a lm a c e n a m ie n to  a menos que l a  a c t i v i d a d  
e n z i m á t i c a  p r o p i a  de l a  f r u t a  sea i n h i b i d a .  Un e s c a l d a d o  p r e v i o  al 
c o c i m i e n t o  de l a  f r u t a  l o g r a  e s t o s  f i n e s .  Tam bién l a  a d i c i ó n  de 
c a l c i o  o l a  de SO* dan buenos r e s u l t a d o s .  En e l  caso  de l a  
i n d u s t r i a  de d u l c e s ,  m erm eladas y j a l e a s ,  l a  i n a c t i v a c i ó n  de l a s  
e n z im a s  j u e g a  un p ape l  i m p o r t a n t e  en l a  c a l i d a d  de l  p r o d u c t o  ya que de 
l o  c o n t r a r i o  l u e g o  de l a  c o c c i ó n  l a  f r u t a  p i e r d e  su form a o no se 
l o g r a  l a  c o n s i s t e n c i a  adecuada.
Por o t r a  p a r t e ,  l a  p r o d u c c i ó n  de c o n c e n t r a d o s  de to m a te  de a l t o  
g r a d o  B r i x  s e r i a  i m p o s i b l e  a menos que su p e c t i n a  sea t o t a l m e n t e  
d e g r a d a d a .  Una v e n t a j a  es l a  p r e s e n c i a  n a t i v a  de PE y  de PG que 
c o l a b o r a n  en l a  h i d r ó l i s i s .  En c a m b io ,  l a s  f r u t a s  c í t r i c a s  son 
r i c a s  s o l a m e n t e  en PE,  l o  que hace que en l a  p r e p a r a c i ó n  de sus 
c o n c e n t r a d o s  se form en p e c t a t o s  de c a l c i o  que dan a s p e c t o  in d e s e a b l e  
a l  p r o d u c t o .  E s t o  a su vez es a v e c e s  b us ca do  como en e l  caso del 
d u l c e  de z a p a l l o  en t r o z o s  d e b i d o  a que e l  p e c t a t o  c á l c i o  hace 
m antener  su fo rm a .
Como c o n s e c u e n c i a  de l o  a n t e r i o r  podemos d e c i r  que l a  p r e s e n c i a  
de p e c t i n a s a s  n a t i v a s  en f r u t a s  puede t e n e r  o no un e f e c t o  b e n e f i c i o s o  
d e p e n d ie n d o  del  t i p o  de p r o d u c t o  a e l a b o r a r .  S i n  embargo,  un p u n to  
i m p o r t a n t e  es  e l  hecho de que l a s  m edidas e s p e c i f i c a s  de l a s  
d i s t i n t a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  p ro v e e n  i m p o r t a n t e  i n f o r m a c i ó n  
en c u a n t o  a r e s o l u c i ó n  de p ro b l e m a s  i n d u s t r i a l e s  r e l a c i o n a d o s  con l a  
g e l i f i c a c i ó n , v i s c o s i d a d  y e n t u r b i a m i e n t o  de d i s t i n t o s  p r o d u c t o s  
a l  i menti  c i o s .
4 . 3 . 6 . 2 .  C l a r i f i c a c i ó n  de j u g o s  de f r u t a s .  E l  uso  de p e c t i n a s a s  en 
l o s  p r o c e s o s  de o b t e n c i ó n  de j u g o s  de f r u t a s  es una p r á c t i c a  que
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se r e a l i z a  en A le m a n ia  y E E . U U .  desde l a  década de 1930. En l a  
e l a b o r a c i ó n  de j u g o s  c l a r i f i c a d o s ,  l a  d e g r a d a c i ó n  de l a s  
s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  es n e c e s a r i a  p a r a  a s e g u r a r  una adecuada 
t r a n s p a r e n c i a  en e l  p r o d u c t o  f i n a l .  En o t r o s  c a s o s ,  l a  e l i m i n a c i ó n  
de e s t o s  p o l í m e r o s  f a c i l i t a  e l  p re n s a d o  de l a  f r u t a  a l o s  e f e c t o s  de 
o b t e n e r  a l t o s  r e n d i m i e n t o s  en j u g o .
En e l  p r o c e s o  de c l a r i f i c a c i ó n  d e l  j u g o  de manzana,  cuando l a s  
p e c t i n a s a s  son a d i c i o n a d a s  se p r o d u c e  una r á p i d a  c a l d a  en l a  
v i s c o s i d a d  d e spués de un p e r i o d o  1ag de unos 1 0 -1 5  m in.  Después 
de c i e r t o  t i e m p o ,  que depende de l a  t e m p e r a t u r a ,  t i p o  de f r u t a  y 
c a n t i d a d  y a c t i v i d a d  de en zim a a d i c i o n a d a ,  se p r o d u c e  un c u á g u l o  que 
f l o c u l a  l e n t a m e n t e .  De l a s  c a r á c t e r i s t i c a s  de e s t e  p r o c e s o  se puede 
d i l u c i d a r  l a  e f i c i e n c i a  de una p r e p a r a c i ó n  e n z i m á t i c a .  Luego el  
j u g o  es c e n t r i f u g a d o  o f i l t r a d o  a t r a v é s  de t i e r r a  de d ia t o m e a s .  
D u r a n t e  e s t e  t ie m p o  se d e s a r r o l l a  un c o l o r  más o s c u r o  d e b id o  a l a  
p r e s e n c i a  de p o l i f e n o l  o x i d a s a s ,  f u n d a m e n ta lm e n te  en el  f l ó c u l o ,  en 
t a n t o  que e l  s o b r e n a d a n t e  no es ta n  a f e c t a d o .  S i n  embargo,  es 
c o n v e n i e n t e  que l o s  t i e m p o s  de t r a t a m i e n t o  no se e x t i e n d a n  en 
dem asía  a l o s  e f e c t o s  de l o g r a r  un p r o d u c t o  de l a  m ejor  c a l i d a d  
p o s i b l e  p o r  l o  que l o s  p r e p a r a d o s  e n z i m á t i c o s  deben t e n e r  una a l t a  
a c t i v i d a d  c l a r i f i c a n t e  ( K i l a r a ,  A . ,  1 9 8 2 ) .
Por  o t r a  p a r t e ,  se ha d e s c r i p t o  una m e jo ra  en l a  c a l i d a d  de l a  
s i d r a  cuando e l  j u g o  de manzana d e s t i n a d o  a su e l a b o r a c i ó n  es 
s o m e t id o  a un t r a t a m i e n t o  con p e c t i n a s a s  ( B a u c h w i t z ,  E . , 1 9 6 6 ) .
E l  j u g o  de uva  debe p o s e e r  un buen c u e r p o  y ,  p o r  l o  t a n t o ,  una 
a l t a  v i s c o s i d a d .  De e l l o  uno p o d r í a  a s u m ir  que e l  uso de p e c t i n a s a s  
no es n e c e s a r i o .  S i n  em bargo,  l o s  f a b r i c a n t e s  buscan p r o d u c t o s  con 
g r a n  i n t e n s i d a d  de c o l o r  l o  que se l o g r a  aumentando l a  e f i c i e n c i a  en 
l a  e x t r a c c i ó n  de l o s  p i g m e n to s  p r e s e n t e s  en 1 a c á s c a r a  d u r a n t e  e l  
p r e n s a d o .  E s t o  se l o g r a  con l a  a d i c i ó n  de p e c t i n a s a s  a n t e s  de 1 a 
e x p r e s i ó n  de l a s  u v a s ,  l o  que ta m b ié n  aumenta e l  r e n d i m i e n t o  del 
p r o c e s o .  Una adecuada d o s i f i c a c i ó n  de l a s  e n z im a s  l o g r a  l o s  c i t a d o s  
o b j e t i v o s  s i n  una e x c e s i v a  p é r d i d a  en l a  v i s c o s i d a d  de l  j u g o
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( C a n t a r a l l i ,  C . , 1 9 8 4 ) .
4 . 3 . 6 . 3 .  C l a r i f i c a c i ó n  de v i n o s .  E l  uso de p e c t i n a s a s  con e s t e  f i n  
f u e  p r o p u e s t o  p r i m e r a m e n t e  p o r  C r u e s s  y Besone ( C r u e s s ,  W.V. and 
Beso n e ,  J . ,  1 9 4 1 ) .  Es  c o n v e n i e n t e  a d i c i o n a r  l a s  e n zim a s  al  mosto a n te s  
de l a  f e r m e n t a c i ó n  s i  es que e s t o  no se ha r e a l i z a d o  d u r a n t e  el 
p r e n s a d o  de l a s  u v a s .  E s t a  ú l t i m a  a l t e r n a t i v a  da m e jo r e s  r e s u l t a d o s
y s i  es l l e v a d a  a cabo a a l t a  t e m p e r a t u r a  se in c r e m e n t a  
s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  e x t r a c c i ó n  de l o s  p ig m e n to s  de l a s  c á s c a r a s .
E l  uso de p e c t i n a s a s  e s t á  fu n d a m e n ta lm e n te  recomendado en l a  
e l a b o r a c i ó n  de v i n o s  t i n t o s  que son f e r m e n t a d o s  en p r e s e n c i a  de l o s  
h o l l e j o s  de l a  uva < U r l a u b ,  R. , 1 9 7 8 ) .
A p a r a r e n t e m e n t e ,  no se ha e s t u d i a d o  en d e t a l l e  el  e f e c t o  de l a s  
FG de l e v a d u r a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n .  P a r e c e  que sus endo-PG  son 
i n e f e c t i v a s  a menos que l a s  PE n a t i v a s  del  j u g o  sean a c t i v a s .  En el 
c a s o  de l a  e l a b o r a c i ó n  de s i d r a ,  s i  e l  j u g o  de manzana ha s i d o  
p a s t e u r i z a d o  a n t e s  de 1 a i n o c u l a c i ó n  con l e v a d u r a s  no e x i s t e  a taq ue 
a l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  a menos que se h a l l a n  a d i c i o n a d o  
p e c t i n a s a s .  E s t o s  hechos hacen que e l  n i v e l  de metanol  en v i n o s  e s t é  
muy l i m i t a d o  a menos que se u t i l i c e n  e n z im a s  en su e l a b o r a c i ó n .  En 
e s t e  c a s o ,  se ha d e m o s tra d o  que d i c h o s  n i v e l e s  se in c re m e n ta n  
s u s t a n c i a l  mente p o r  l o  que es n e c e s a r i o  e f e c t u a r  c o n t r o l e s  
p e r i ó d i c o s  ( K i l b u c k ,  J . H .  y c o l . ,  1 9 5 1 ) .
4 . 3 . 6 . 4 .  O t r a s  a p l i c a c i o n e s .  E l  a n t i g u o  p r o c e s o  de e n r i a d o ,  m ediante  
e l  c u a l  se p r e p a r a n  i m p o r t a n t e s  f i b r a s  t e x t i l e s  t a l e s  como e l  l i n o
( LiTtium usitatisssimum) , e l  cártamo iCarinabis sativa) y e l  
y u t e  iCorchorus s p )  e s t á  v i n c u l a d o  a l a s  p e c t i n a s a s  de c i e r t o s  
m i c r o o r g a n i a m o s  que d e g ra d a n  l a  l á m i n a  media de l a s  f i b r a s  
v e g e t a l e s .  E s t o s  son p r o c e s o s  que no han e v o l u c i o n a d o  
c i e n t í f i c a m e n t e  d e b i d o ,  t a l  v e z ,  a l a  mayor demanda p o r  l a s  f i b r a s  
s i n t é t i c a s ,  p o r  l o  que l o s  p r o c e d i m i e n t o s  i n v o l u c r a d o s  no han 
cam biado mucho con e l  t i e m p o .
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E x i s t e  un p r o c e s o  a n a e r ó b i c o  en e l  c u a l  l o s  m ic r o o r g a n is m o s  
i n v o l u c r a d o s  son p r i n c i p a l m e n t e  de l  g é n e r o  CJostridium y  que es 
l l e v a d o  a cabo en I r l a n d a  s u m e rg ie n d o  al  l i n o  en pequeñas l a g u n a s ,  y 
en B é l g i c a  y o t r o s  p a l e e s  en t a n q u e s  de cem ento.  O t r o  
p r o c e d i m i e n t o  c o n s i s t e  en e s p a r c i r  a l o s  v e g e t a l e s  s o b re  el  s u e l o  
d u r a n t e  un p e r i o d o  de unas 2 a 10 semanas,  en e l  cu a l  c r e c e n  
■fundamentalmente hongos e n t r e  l o s  que se han a i s l a d o  e s p e c i e s  de 
l o s  g é n e r o s  Clmdosporium, Penici 11 i u n , Aspergi1lus, Cr yptococcus y 
Rhodotorulim H a s ta  e l  p r e s e n t e ,  no se ha r e p o r t a d o  e l  uso de 
p r e p a r a d o s  e n z i m á t i c o s  en e s t e  t i p o  de p r o c e d i m i e n t o s .
Se pueden p r e p a r a r  p e c t i n a s  de b a j o  t e n o r  en m e t o x i l o s  p a ra  ser  
u sa d a s  en l a  e l a b o r a c i ó n  de g e l e s  de p e c t i n a t o  de c a l c i o  no s ó l o  
p o r  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  á c i d a  o a l c a l i n a  de l o s  m e t i l  é s t e r e s  de 
l a  p e c t i n a  s i n ó  ta m b ié n  m e d i a n t e  e l  uso de PE f ú n g i c a  l i b r e  de 
a c t i v i d a d  de PG. P a ra  e l l o  es n e c e s a r i o  i n a c t i v a r ,  en el  caso de e s t a r  
p r e s e n t e ,  a l a s  PG m e d ia n te  t r a t a m i e n t o  con u r e a  de l o s  p r e p a r a d o s  
e n z i m á t i c o s  a e m p le a r  (S m y th e ,  C . V .  y c o l . ,  1 9 5 2 ) .  E l  pH ó p t im o  de 
l a s  PE. f ú n g i c a s  g e n e r a l m e n t e  c o i n c i d e  con e l  de l o s  j u g o s  de f r u t a s ,  
po r  l o  que se pueden h a c e r  g e l e s  de p e c t i n a  con e l l o s  en p r e s e n c i a  de 
c a l c i o  y una c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r  del  2 5 - 3 0  7. ( C a l e s n i c k ,  E . J .  
y c o l . ,  1 9 5 0 ) .
L a s  p e c t i n a s a s  ta m b ié n  pueden u s a r s e  en l a  e x t r a c c i ó n  de 
a c e i t e s  de c í t r i c o s  ya que f a c i l i t a n  l a  r u p t u r a  de l o s  g e l e s  
f o r m a d o s ,  p o r  l o  que se i n c r e m e n t a  e l  r e n d i m i e n t o  p a r t i c u l á r m e n t e  en 
e l  c a so  de a c e i t e  de l im ó n  y de n a r a n j a .
Tam bién  en l a  i n d u s t r i a  de l  c a f é  se emplean p e c t i n a s a s  p a r a  
c o l a b o r a r  en l a  e l i m i n a c i ó n  de 1 a capa de m u c i l a g o s  que r o d e a  a 
l o s  g r a n o s  f r e s c o s ,  l o  que u s u a l  mente se l o g r a  m e d ia n te  una 
f e r m e n t a c i ó n  n a t u r a l  ( R i v i e r e ,  J . ,  1 9 7 7 ) .
F i n a l m e n t e ,  uno de l o s  u so s p o t e n c i a l e s  de l a s  p e c t i n a s a s  e s t á  
r e l a c i o n a d o  con e l  t r a t a m i e n t o  de maderas b l a n d a s  a l o s  e f e c t o s  de 
f a c i l i t a r  l a  p e n e t r a c i ó n  de l o s  p r e s e r v a t i v o s  em pleados en su 
p r o c e s a m i e n t o s  t a l e s  como c r e o s o t a  y m e z c la s  de c o b r e ,  cromo y b o r o .
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En l o s  métodos c l á s i c o s ,  e s t o  es d i f i c u l t o s o  aun b a j o  p r e s i ó n .
L a s  e n z im a s  f a c i l i t a r í a n  e l  p r o c e s o  d e b i d o  a l a  d i s o l u c i ó n  de l a  
l á m i n a  media de l o s  t e j i d o s  v e g e t a l e s ,  con aumento en l a  
p e r m e a b i l i d a d  de l a  madera ( N i c h o l a s ,  D . D .  and Thomas, R . J . ,  1 9 6 8 ) .
4 . 4 .  MATERIALES Y METODOS
4 . 4 . 1 .  M i c r o o r g a n i s m o s  e i n ó c u l o s .
Las  e x p e r i e n c i a s  se r e a l i z a r o n  empleando una cepa de 
Aspergillus foetidus: (NRRL 3 4 1 ,  ATCC 16878) c o n o c i d a  p o r  su empleo 
en e s t u d i o s  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s  ( B r o o k s ,  J .  and R e i d ,
W . W . , 1955| Z e t e l a k i ,  K . , 1 9 7 6 ) .  La misma f u e  c u l t i v a d a  a 30 
en ag a r  papa g l u c o s a d o  (PDA) ( T h e  A m e r ic a n  Type C u l t u r e  C o i l e c t i o n ,  
1978) y l o s  e s p o r o s  o b t e n i d o s  se c o n s e r v a r o n  t a n t o  c o n g e l a d o s  a - 7 0  
a C en s o l u c i ó n  de g l i c e r o l  a l  15 7. como l i o f i l i z a d o s  empleando 
s u e r o  e q u i n o  como s o p o r t e .  Además, se sembró una s e r i e  de t u b o s  
con PDA r e c t o  c u b r i é n d o s e  l o s  d e s a r r o l l o s  o b t e n i d o s  con v a s e l i n a  y 
m a n te n ié n d o s e  a 4 «"C. P a ra  l a  p r e p a r a c i ó n  de l o s  i n ó c u l o s  
de l o s  p r o c e s o s  se sem braron e s p o r o s  p r o v e n i e n t e s  de e s t a  ú l t i m a  
s e r i e  de t u b o s  en e r l e n m e y e r s  de 125 mL de c a p a c i d a d  c o n t e n i e n d o  40 mL 
de PDA, se i n c u b a r o n  7 d í a s  a 30 °C y l o s  e s p o r o s  p r o d u c i d o s  se 
r e s u s p e n d i e r o n  en s o l u c i ó n  de Tween 80 al  0 , 0 1  V.. Las  o t r a s  fo rm as 
de c o n s e r v a c i ó n  de 1 a cepa f u e r o n  p r e p a r a d a s  pensando en l a  
p o s i b i l i d a d  de que b a j o  v a s e l i n a  o c u r r i e r a n  p ro b le m a s  en el  
m a n te n im e n tó  d e l  m i c r o o r g a n i s m o ,  que a f o r t u n a d a m e n t e  no s u c e d i e r o n .  En 
v i r t u d  de e l l o ,  no f u e  n e c e s a r i o  u t i l i z a r l a s  d u r a n t e  e l  t ie m p o  que 
demandó e l  p r e s e n t e  t r a b a j o .
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4 . 4 . 2 .  Medi os  de c u l t i v o .
4 . 4 . 2 . 1 .  M a t e r i a s  p r i m a s .
O r u j o  de manzanal A l o  l a r g o  del  p r e s e n t e  c a p i t u l o  se emplearon 
c i n c o  t i p o s  d i f e r e n t e s  de o r u j o  de manzana,  c u yo  o r i g e n  y 
c o m p o s i c ió n  q u í m i c a  se d i s c u t i ó  en e l  c a p í t u l o  1.
F u e n t e s  n i t r o g e n a d a s  o r g á n i c a s !  Se e n s a y a ro n  d i f e r e n t e s  
s u b - p r o d u c t o s  de 1 a i n d u s t r i a  a l i m e n t i c i a  como f u e n t e s  n i t r o g e n a d a s  
c o m p l e j a s  p a r a  l o s  medios de c u l t i v o .  A c o n t i n u a c i ó n  se d e t a l l a n  
i n d i c á n d o s e  e n t r e  p a r é n t e s i s  su humedad y c o n t e n i d o  de n i t r ó g e n o  
t o t a l  ("/.)i a f r e c h o  de t r i g o  < 1 3 ,7 ;  2 , 7 ) ,  germen de t r i g o  <13,0$ 5 , 0 ) ,  
r a í z  de m a l t a  <8,3$ 4 , 3 ) ,  a f r e c h o  de a r r o z  <11,7$ 2 , 6 )  y macerado de 
maíz <1,0$ 8 , 0 ) .  Además, se u t i l i z a r o n  o t r a s  f u e n t e s  n i t r o g e n a d a s  
c l á s i c a s  como l o  son e l  e x t r a c t o  de l e v a d u r a  < 0 x o id )  y l a  B a c to  
p e p to n a  ( D i f e o ) .
O t r o s  com ponentes!  L a s  demás d r o g a s  em pleadas f u e r o n  de g ra d o  
a n a l í t i c o ,  u t i l i z á n d o s e  agua d e s t i l a d a  en t o d o s  l o s  c a s o s .
4 . 4 . 2 . 2 .  C o m p o s ic ió n  de l o s  medios de c u l t i v o .
P a ra  l a  p r e p a r a c i ó n  de l  PDA se r e e m p l a z a r o n  l a s  papas po r  un 
p u r é  c o m e r c i a l  en escamas < C h e f f ,  N e s t l é  A r g e n t i n a )  d e b id o  a una 
mayor f a c i l i d a d  en l a  p r e p a r a c i ó n  y a l a  r e p r o d u c i b i 1 i dad o b t e n i d a .  
P a ra  t a l  f i n  se tomó en c u e n t a  que l a s  papas poseen a l r e d e d o r  de un 
80 7. de humedad, con l o  c u a l  l a  c a n t i d a d  usada de p u r é  f u e  del  20 '/. 
de l a  que t i e n e  e l  PDA. En e s t e  medio se l o g r a  un d e s a r r o l l o  f ü n g i c o  
a b u n d a n te  y homogéneo, s i n  d i f e r e n c i a s  m o r f o l ó g i c a s  a p r e c i a b l e s  
f r e n t e  a t e s t i g o s  e l a b o r a d o s  con papas f r e s c a s .  Por  o t r a  p a r t e ,  e l  
empleo de e s t e  s u b s t i t u t o  e v i t a  l a s  v a r i a c i o n e s  que pueden t e n e r  l u g a r  
al  u s a r  papas con d i f e r e n t e s  t ie m p o s  de a lm a c e n a m ie n to  a l o  l a r g o  del 
aflo.
P a ra  e l  d e s a r r o l l o  de l o s  p r i m e r o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  se 
empleó un medio de c u l t i v o  base c u y a  c o m p o s i c i ó n  se d e t a l l a  en l a  
T a b l a  4 . 7 .
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T a b l a  4.7# C o m p o s i c i ó n  del  medio de c u l t i v o  base
O r u j o  de manzana 2 ................  1000 g
Macerado de maíz .....................  20 g
NH^NOa» .........................   2 , 0  g
Na^SCU .........................    0 , 5  g
pH ( s i n  a j u s t a r )  .....................  4 ,1
A l o s  l a r g o  de l a s  e x p e r i e n c i a s  se r e a l i z a r o n  m o d i f i c a c i o n e s  al 
mismo, l a s  c u a l e s  s e r á n  i n d i c a d a s  cuando c o r r e s p o n d a .
4 . 4 . 3 .  D e s a r r o l l o  de l o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s .
P ara  l o s  mismos se e m p le a ro n  c a j a s  de p e t r i  de 8 , 5  cm de 
d i á m e t r o  i n t e r n o  c o n t e n i e n d o  25 g de o r u j o  de manzana, l a  c a n t i d a d  
c o r r e s p o n d í  e n t e  de f u e n t e  n i t r o g e n a d a  o r g á n i c a  y 2 mi de una 
s o l u c i ó n  con l a s  s a l e s  i n o r g á n i c a s ,  t o d o  l o  c u a l  se m e zc ló  
c u id a d o s a m e n te  p a r a  l o g r a r  l a  mayor homogeneidad p o s i b l e  y l a  p a s ta  
r e s u l t a n t e  se a l i s ó  con e s p á t u l a  h a s t a  o b t e n e r  una s u p e r f i c i e  s i n  
o n d u l a c i o n e s .  En l o s  c a s o s  en que f u e  n e c e s a r i o  un a j u s t e  del pH, l a  
p r e p a r a c i ó n  se h i z o  en común p a r a  t o d a s  l a s  c a j a s  y se f r a c c i o n ó  
p ó s t e r  i o r m e n t e  en cada una de e l l a s .  En l a s  c i t a d a s  c o n d i c i o n e s ,  el  
medio de c u l t i v o  a l c a n z a  a t e n e r  una a l t u r a  de a l r e d e d o r  de 0 , 4  cm.
Una vez c a r g a d a s ,  l a s  c a j a s  de p e t r i  se e s t e r i  1 i z a r o n  d u r a n t e  15 
min a 121 <0C ,  c o l o c á n d o l a s  en e l  fo n d o  de l  a u t o c l a v e  e v i t a n d o  
l a  s u p e r p o s i c i ó n  de unas s o b r e  o t r a s  a l o s  e f e c t o s  de que e l  
c a l e n t a m i e n t o  f u e r a  l o  más s i m i l a r  p o s i b l e  a t o d a s  e l l a s .
Cuando l a s  c a j a s  de p e t r i  a lc a n z a r o n  l a  te m peratura  ambiente (en 
n i n g ú n  caso se demoró su siembra a l o s  e f e c t o s  de e v i t a r  una mayor 
p é r d i d a  de humedad) se i n o c u l a r o n  con 2 mL de una suspensión de 
esporos  c o n te n ie n d o  1 , 2 5  x 10* e sporos.m L-1  (a menos que se 
d i g a  l o  c o n t r a r i o ) , l a  cual  fue  d i s t r i b u i d a  por medio de una p i p e t a  
l o  más homogéneamente p o s i b l e .  Debe mencionarse que en todos l o s  
casos l o s  esporos  quedaron e s p a r c id o s  sobre  l a  s u p e r f i c i e  del medio de 
c u l t i v o  y que nunca se p r o c e d ió  a m e z c l a r lo s  con é l .
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La i n c u b a c i ó n  Be r e a l i z ó  en l a  m a y o r í a  de l o s  caso s  a 30 
°C en una e s t u f a  con c i r c u l a c i ó n  f o r z a d a  de a i r e ,  c o n t e n i e n d o  
una b a n d e j a  con agua a l o s  e f e c t o s  de m antener l a  humedad en el  
i n t e r i o r .
4 . 4 . 4 .  P r o c e d i m i e n t o s  a n a l í t i c o s .
4 . 4 . 4 . 1 .  T é c n i c a s  a n a l í t i c a s  em pleadas con e l  o r u j o  de manzana.
P a ra  t a l  f i n ,  se em ple a ro n  l a s  m e t o d o l o g í a s  d e s c r i p t a s  en el  
c a p í t u l o  2 ,  e x c e p t o  l a s  que se d e t a l l a n  a c o n t i n u a c i ó n .
P a ra  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de a z ú c a r e s  s o l u b l e s  y s u s t a n c i a s  
p é c t i c a s  se p r o c e d i ó  de l a  s i g u i e n t e  maneras una m u e s tra  de o r u j o  
de manzana e x a c ta m e n te  pesada se t r a t ó  e x h a u s t i v a m e n t e  con e t a n o l  
( 80 '/. v / v  en l a  m e z c la  f i n a l ) .  E l  r e s i d u o  s ó l i d o  se secó y m o l i ó  
y l a s  s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  se e x t r a j e r o n  con HC1 0 , 0 5  N, se 
p r e c i p i t a r o n  con e t a n o l  y se s e c a r o n  a 30 p a r a  m e d i r s e  
g r a v i m é t r i c a m e n t e  ( K e r t e s z ,  Z . I . ,  1 9 5 1 ) .  Por  o t r a  p a r t e ,  una 
a l í c u o t a  del  e x t r a c t o  a l c o h ó l i c o  a n t e r i o r  se e v a p o r ó  a sequedad 
a l  v a c i o  y r e s u s p e n d i ó  en una m e z c la  de CH3 CN/H»0 8 0 : 2 0  
< v : v )  y l o s  a z ú c a r e s  se d e t e r m i n a r o n  c u a l i  y c u a n t i t a t i v a m e n t e  en un 
e q u i p o  de HPLC usando una colum na m ic r o B o n d a p a k / Ü a r b o h y d r a t e  (UJaters 
A s s o c . ) .
4 . 4 . 4 . 2 .  A n a l í t i c a  de l o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s .
A n á l i s i s  de l a s  m u e s t r a s  de p r o c e s o .  E l  m u e s tre o  se r e a l i z ó  
en cada c a s o  con t r e s  c a j a s  de p e t r i , l a s  c u a l e s  se p r o c e s a r o n  por 
s e p a r a d o  y l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se p r o m e d i a r o n .
Una vez  f i n a l i z a d o s  l o s  p r o c e s o s ,  se m e z c ló  cu id a d o s a m e n te  t o d o  
e l  c o n t e n i d o  de cada c a j a  de p e t r i  y se tomó e l  pH i n t r o d u c i e n d o  
d i r e c t a m e n t e  e l  e l e c t r o d o  d e n t r o  de l a  masa f e r m e n t a d a .  Una p o r c i ó n  
p e r f e c t a m e n t e  pesada de apro xim a dam ente  l a  m ita d  de l  t o t a l  de l a  misma 
se l l e v ó  a 50 mL en p r o b e t a  con b u f f e r  a c e t a t o  ( 0 , 2  M| pHi 4 , 0 )  y se 
d e j ó  e x t r a e r  d u r a n t e  20 min con a g i t a c i ó n  f r e c u e n t e .  C u m p l id o  e l
104
t i e m p o ,  se f i l t r ó  a t r a v é s  de seda de v i d r i o  y e l  f i l t r a d o  se 
c o n g e l ó  a - 2 0  ®*C en v a r i a s  a l í c u o t a s  p a r a  su p o s t e r i o r  
a n á l i s i s  (a  e s t a  s o l u c i ó n  se l a  d e n o m in a rá  de aquí  en más 
s o l u c i ó n  p a r a  a n á l i s i s ,  SA) . E l  r e s t o  del  c o n t e n i d o  de l a  c a j a  de 
p e t r i  p e r f e c t a m e n t e  pesado se secó a 60 °C p a r a  d e t e r m i n a r  l a  
p é r d i d a  de peso seco  y  l u e g o  f u e  empleado en l a  medida del  c o n t e n i d o  
de g l u c o s a m i n a .
En l a  SA c o r r e s p o n d i e n t e  a cada m u e s tra  se r e a l i z ó  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  de a z ú c a r e s  t o t a l e s  m e d ia n te  l a  t é c n i c a  del  
f e n o l - s u l f ú r i c o ,  empleando f r u c t o s a  como p a t r ó n  ya que e s t e  es el  
a z ú c a r  más a b u n d a n te  en e l  o r u j o .  En a l g u n o s  c a s o s  se u t i l i z ó  un 
e q u i p o  de HPLC con e l  mismo f i n ,  u s án do se un p r o t o c o l o  s i m i l a r  al  
m encionado p a r a  e l  a n á l i s i s  de l o s  a z ú c a r e s  del  o r u j o  de manzana.
P a ra  l a  e s t i m a c i ó n  de l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  se u t i l i z ó  el  
c o n t e n i d o  de g lu c o s a m i n a  en e l  medio de c u l t i v o  secado ( R i d e ,  J . P .  and 
D r y s d a l e ,  R . B . ,  1 9 7 2 ) .  A t a l  e f e c t o  se r e a l i z ó  un d e s a r r o l l o  en 
medio l i q u i d o  c o n t e n i e n d o  j u g o  de manzana d i l u i d o  (4 7. de 
a z ú c a r e s  t o t a l e s )  s u p le m e n t a d o  con 2 7. de macerado de m a i z ,  0 , 2  7. 
de NHUNG3  y 0 , 0 5  7. de Na3 S C U , pHí 4 , 1 .  E l  m i c e l i o  
o b t e n i d o  se l a v ó ,  secó  y m o l i ó ,  e v a l u á n d o s e  su c o n t e n i d o  en 
g l u c o s a m i n a  que r e s u l t ó  s e r  de 7 0 , 4  rng.g- *. S i n  embargo,  e s t e  
v a l o r  debe s e r  c o n s i d e r a d o  de manera s ó l o  ap ro xim a d a  ya que como se 
m enciona en l a  b i b l i o g r a f í a  l a  r e l a c i ó n  de q u i t i n a  ( e l  p o l í m e r o  
de N - a c e t i  1g l u c o s a m i n a  c o n s t i t u y e n t e  de l a  p a re d  c e l u l a r  de l  m i c e l i o )  
a peso del  hongo puede c a m b ia r  en f u n c i ó n  de su e d a d ,  m o r f o l o g í a  y 
l a s  c o n d i c i o n e s  a m b i e n t a l e s  en l a s  c u a l e s  c r e c e  e l  m i c r o o r g a n is m o  
( A i d o o ,  K . E .  y c o l . ,  1 9 8 1 ) .
Por o t r a  p a r t e ,  p a r a  t e n e r  una id e a  del  m e ta b o l is m o  o x i d a t i v o  del  
m i c r o o r g a n i s m o  d u r a n t e  e l  c u l t i v o ,  se m i d i ó  l a  p é r d i d a  de peso 
seco  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a s  m u e s tra s  i n i c i a l e s  y l a s  del  p r o c e s o ,  
r e f i r i é n d o l a s  a l  t o t a l  de l  c o n t e n i d o  de l a  c a j a  ( P e fta lo z a ,  W. y 
c o l . ,  1 9 8 5 ) .
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4 . 4 . 4 . 3 .  Medid* y c a r a c t e r i z a c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m A t i c a .  La 
a c t i v i d a d  p e c t o l i t i c a  f u e  d e t e r m i n a d a  p o r  medio de un v i s c o s i m e t r o  
O s t w a l d  a 30 empleando una m e z c la  de r e a c c i ó n  c o n s i s t e n t e  en 
1 mL de b u f f e r  a c e t a t o  ( 0 , 2  M| pH* 4 , 0 )  c o n t e n i e n d o  2 , 5  7. de p e c t i n a  
de manzana y 1 X de NaCl y 4 mL de una d i l u c i ó n  adecuada de l a  SA 
c o r r e s p o n d i e n t e  ( T u t t o b e l l o ,  R. and M i l i ,  P . J . ,  1961 b ) .  La a c t i v i d a d  
se c a l c u l ó  m id i e n d o  l a  c i n é t i c a  de d i s m i n u c i ó n  de l a  v i s c o s i d a d  
e i n t e r p o l a n d o  p o r  medio de un p ro g ram a de co m puta do ra  e l  t ie m p o  
n e c e s a r i o  p a r a  l l e g a r  a una c a l d a  del  50 7. de l a  v i s c o s i d a d  r e l a t i v a  
i n i c i a l  (A )  que se d e f i n e  comoi
Vo -  V-r
A ■ -----------------
Vo — V»
donde:  V0 es e l  t ie m p o  de f l u j o  de l a  s o l u c i ó n  de p e c t i n a  con 
en zim a i n a c t i v a d a ,  V0 idem con S o l u c i ó n  de NaCl al  1 7. en 
b u f f e r  con enzim a i n a c t i v a d a  y V-r idem con s o l u c i ó n  de p e c t i n a  
y e n z im a .
En n u e s t r o  c a s o ,  e l  t ie m p o  de r e a c c i ó n  se tomó de a c u e rd o  a 
l a  s i g u i e n t e  f ó r m u l a :
t „  = t 0 + 1/2 tpr,
donde:  t «  es  el  t ie m p o  de r e a c c i ó n ,
t o  es e l  t ie m p o  al c u a l  el  m enisco  de l a  m e z c la  de 
r e a c c i ó n  pasa a t r a v é s  de l a  marca s u p e r i o r  de l  v i s c o s i m e t r o  y 
t r  es  e l  t ie m p o  de f l u j o  t o t a l .
Como s u s t r a t o  se empleó una p e c t i n a  de manzana c o m e r c i a l  que 
f u e  p u r i f i c a d a  p o r  l a v a d o  con s o l u c i ó n  a c i d i f i c a d a  de e t a n o l  al  60 7. 
( v / v )  p a r a  e l i m i n a r  im p u r e z a s  ( f u n d a m e n ta lm e n te  a z ú c a r e s  que se 
a g re g a n  como e x c i p i e n t e s )  que t e n i a  un c o n t e n i d o  de a n h í d r i d o  
u r ó n i c o  de a l r e d e d o r  del  73 7. y uno de m e t o x i l o s  de l  7 7.. E s t a  
p e c t i n a  p r e s e n t a b a  en s o l u c i ó n  a l  0 , 5  7. en e l  b u f f e r  de r e a c c i ó n  
una v i s c o s i d a d  3 , 7  v e c e s  mayor a l a  del  agua.
En n u e s t r o  c a s o ,  l a  u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m A t i c a  se d e f i n i ó  
como l a  c a n t i d a d  de en zim a que b a j o  l a s  c o n d i c i o n e s  de r e a c c i ó n  
p r o d u c e  una c a l d a  del  50 7. en l a  v i s c o s i d a d  r e l a t i v a  en 10 min.
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P a ra  l a  medida de e n d o -P G ,  se e m plearo n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  de 
r e a c c i ó n  y d e f i n i c i ó n  de u n i d a d  e n z i m A t i c a  e x c e p t o  que el  
s u s t r a t o  empleado f u e  p o l i p e c t a t o  de s o d i o  <Sigma C h e m i c a l s  I n c . ) .
A f i n  de c a r a c t e r i z a r  e l  c o n j u n t o  de en zim a s p r o d u c i d a s ,  se 
p u r i f i c a r o n  d i s t i n t a s  SA p o r  u l t r a f i  1t r a c i ó n  en un C e n t r i c o m  
M i c r o c o n c e n t r a t o r  con un c u t  o f f  de 1 0 .0 0 0  de peso m o l e c u l a r  (Amicon 
C o r p . ) a f i n  de e l i m i n a r  com puestos  que p u d i e r a n  i n t e r f e r i r  en l a s  
d e t e r m i  n a c i  o nes .
L a s  d i s t i n t a s  e n z im a s  p e c t o l l t i c a s  se c a r á c t e r i z a r o n  p o r  medio 
de una t é c n i c a  e l e c t r o f o r é t i c a  usando t a n t o  p e c t i n a  c í t r i c a  
(Sigm a C h e m i c a l s  I n c . )  o p o l i p e c t a t o  de s o d i o  en c o r r i d a s  d i f e r e n t e s  
( C r u i c k s h a n k , R . H .  and Wade, G . C . , 1 9 8 0 ) .  En cada c a s o ,  se c o l o c ó  
a l r e d e d o r  de una u n i d a d  v i s c o s i m é t r i c a  en cada p u n t o  de s i e m b r a .
La e v a l u a c i ó n  de endo-PMGL y e n d o -P G L  se r e a l i z ó  po r  medida 
de l  i n c r e m e n t o  en l a  a b s o r b a n c i a  a 235 nm de una d i l u c i ó n  a p r o p i a d a  
de en zim a u l  t r  af i 1 t r a d a  en s o l u c i ó n  0 , 5  7. de p e c t i n a  c í t r i c a  o 
p o l i p e c t a t o  de s o d i o  en b u f f e r  a c e t a t o  <0,1 Mj pHí 4 , 0 )  a 30 “ C 
(R om bo uts ,  F . M .  and P i l n i k ,  W . , 1 9 8 0 ) .
P a ra  f i n a l i z a r ,  se d e t e r m i n ó  l a  p r e s e n c i a  en l a s  SA de o t r a s  
e n z im a s  no p e c t o l l t i c a s  que p u d i e r a n  p r o d u c i r s e .  P a ra  t a l  f i n  se 
e m p le a ro n  t e s t  c u a l i t a t i v o s  comunes usando p l a c a s  de agar  al  2 , 5  7. 
b u f f e r e a d o  a pHi 4 , 0  c o n t e n i e n d o  l o s  s u s t r a t o s  e s p e c í f i c o s  de l a s  
s i g u i e n t e s  e n z i m a s i  ami l a s a s ,  c e l u l a s a s ,  h e m i c e l u l a s a s , p r o t e a s a s  y 
1 i p a s a s .
En t o d o s  l o s  c a s o s  de medidas e n z i m á t i c a s ,  l a  s o l u c i ó n  a s e r  
e v a l u a d a  se mantuvo c o n g e l a d a  desde l a  f i n a l i z a c i ó n  de l  p r o c e s o  
f e r m e n t a t i v o  c o r r e s p o n d í  e n t e , p o r  l o  t a n t o  fu e  s o m e t id a  a una s o l a  
e t a p a  de c o n g e l a c i ó n  y d e s c o n g e l a c i ó n  a f i n  de e v i t a r  l a  p é r d i d a  
de a c t i v i d a d  a s o c i a d a  a l a s  mismas.
4 . 4 . 4 . 4 .  Ensayos de c l a r i f i c a c i ó n  de ju g o  de manzana. Los ensayos de 
e l a r i f i c a c i ó n  se r e a l i z a r o n  empleando ju g o  f r e s c o  de manzanas Red 
D e l i c i o u s ,  Gol den D e l i c i o u s  y Branny Smith o b te n id o  en el l a b o r a t o r i o
por medio de una prensa h i d r á u l i c a  usando una f i n a  t e l a  a manera de 
f i l t r o .  Luego, el jugo se c a l e n t ó  a 80 °C d u ra n te  2 min para  
i n a c t i v a r  l a s  enzimas n a t i v a s  que p u d ie ra n  p r e s e n t a r  a c t i v i d a d  
c l a r i f i c a n t e  e i n t e r f e r i r  en l o s  r e s u l t a d o s .  Para l o s  ensayos se 
u t i l i z a r o n  100 mL de ju g o  a l o s  que se l e  a d i c i o n ó  30 mg.L- * de 
una ami 1o g lu c o s id a s a  c o m e r c i a l ,  50 m g .L -1  de g e l a t i n a  y l a s  
d i f e r e n t e s  c a n t id a d e s  de l o s  preparados crudos de enzim a, todo l o  cual  
se c o lo c ó  en e r le n m e y e rs  de 125 mL de capacidad y se in cub ó  a 40 
°C con una a g i t a c i ó n  suave. Se tomaron muestras
p e r i ó d i c a m e n t e ,  l a s  c u a le s  se c a l e n t a r o n  a 100 *C d u ra n te  3 min 
p a r a  d etener  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  y se c e n t r i f u g a r o n  a 4000 G, 10 
m in .  Como c r i t e r i o  de l a  e v o l u c i ó n  de l a  c l a r i f i c a c i ó n  se m idió  
l a  t r a n s m i t a n c i a  a 660 nm y se ensayaron l o s  t e s t  de a lco h ol  y iodo  
p a r a  d e te rm in a r  l a  p r e s e n c ia  de r e s t o s  de s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  
p r e c i p i t a b l e s  y de almidón r e s p e c t i v a m e n te .  A su v e z ,  se h i c i e r o n  
c o n t r o l e s  de l a  c l a r i f i c a c i ó n  empleando ju g o  s i n  a d i c io n e s  y 
ta m b ié n  l a  mezcla de r e a c c i ó n  s i n  p e c t in a s a s  <Bauman, J . W . ,  1 9 8 1 ) .
4 . 5 .  RESULTADOS Y DISCUSION
4 . 5 . 1 .  D e s c r i p c i ó n  de un experim en to  t í p i c o .
En l a  f i g u r a  4 . 5  se muestran l o s  r e s u l t a d o s  de un experimento  
t i p l e o  de p r o d u c c ió n  de p e c t i n a s a s .  Como puede o b s e rv a r s e ,  la  
v e l o c i d a d  de p r o d u c c ió n  e n z i m á t i c a  más a l t a  t i e n e  lu g a r  e n t r e  
l a s  12 y l a s  36 h cuando se a lc a n z a  el 90 X de l a  a c t i v i d a d  máxima.
De acuerdo a l o s  v a l o r e s  de glucosamina de e s te  p e r i o d o ,  la  
s í n t e s i s  e n z i m á t i c a  parece e s t a r  d i re c ta m e n te  r e l a c i o n a d a  al  
c r e c i m i e n t o  del  m i c e l i o ,  c a lc u lá n d o s e  una blomasa a l a s  36 h de 4 ,4  
mg de m i c e l i o  seco por gramo de o r u j o  de manzana. Los a n á l i s i s  por  
HPLC i n d i c a n  que t a n t o  l a  g lu c o s a  como l a  f r u c t o s a  son mmtabolizadas a 
l a  misma v e l o c i d a d  d u r a n te  tod o  el p r o c e s o ,  en cambio l a  s a c a ro s a ,  que 
no fue  d e te c ta d a  aun en l a  muestra i n i c i a l ,  parece ser  h i d r o l i z a d a  
t o t a l m e n t e  d u r a n t e  el  a u to e la v a d o .
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Fi g.4.5. De s a r r o l l o  de un pr oceso t í p i c o  de pr oducc i ón  de p e c t i nasas.  Los val ores  
est án  e x pr e s a dos  por gramo I n i c i a l  de o r u j o  de m a n z a n a .
No se puede e x p l i c a r  f á c i l m e n t e  l a  a b ru p ta  d i s m in u c i ó n  en l a  
v e l o c i d a d  de p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  observada después de l a s  36 
h.  Una causa puede ser  el  consumo de un compuesto e s e n c ia l  o l a  
a p a r i c i ó n  de un i n h i b i d o r  de l a  b i o s i n t e s i s  e n z i m á t i c a .  O t r a  
p o s i b i l i d a d  es que e x i s t a  una l i m i t a c i ó n  en el a p o r t e  de oxigeno 
d e b id o  a que a l a s  4B h se o b s e rva  que el c u l t i v o  se h a l l a  c u b i e r t o  
por una espesa capa de m i c e l i o .  Es de d e s t a c a r  que una adecuada 
a e r e a c i ó n  es e s e n c i a l  para  un buen r e n d i m i e n t o  en p e c t i n a s a s ,  como 
fu e  demostrado para  A.  n i g e r  en c u l t i v o  sum ergido (M u k h e r je e ,  S . K .  
and Majumdar,  S . K . ,  1 971 ) .  Por o t r a  p a r t e  y como se d i j o  en el
c a p i t u l o  3,  uno de l o s  mayores problem as que t i e n e n  l a s  
f e r m e n t a c i o n e s  s o b re  s u s t r a t o s  s ó l i d o s  e s ,  p r e c i s a m e n t e ,  un 
s u m i n i s t r o  adecuado de o x i g e n o ,  s o b re  to do  en e ta p a s  avanzadas de 
p ro c e s o  cuando l a  demanda es a l t a  y l a  c a n t i d a d  de biomasa p r e s e n t e  
d i f i c u l t a  l o s  fenómenos de t r a n s p o r t e  de m a t e r i a  ( Z a d r a z i l ,  F .  and
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B r u n n e r t ,  H . , 1 9 8 1 ) .
lam bíén es i m p o r t a n t e  m e n c io n a r  que después de l a s  48 h 
co m ie n za  l a  e s p o r u l a c i ó n  l o  que i n d i c a  un p r o f u n d o  cambio  en el  
m e ta b o l is m o  del  hongo.  E l  i n c r e m e n t o  en l o s  n i v e l e s  de g lu c o s a m in a  
o b s e r v a d o  e n t r e  1 as 48 y 72 h puede s e r  p r i n c i p a l m e n t e  a d j u d i c a d o  al 
p r o c e s o  de e s p o r u l a c i ó n  de l  c u a l  se sabe que r e q u i e r e  una 
c o n s i d e r a b l e  s í n t e s i s  de p a re d  c e l u l a r  ( S m i t h ,  J . E .  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .
4 . 5 . 2 .  I n f l u e n c i a  de l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o .
Con e l  f i n  de e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de a l g u n o s  cam bios en l o s  
componentes del  medio de c u l t i v o ,  se e n s a y a ro n  6 f u e n t e s  d i s t i n t a s  de 
n i t r ó g e n o  o r g á n i c o ,  tomando s i e m p r e  al  macerado de maíz como 
t e s t i g o ,  en p r o c e s o s  de 48 h usando o r u j o  de manzana 2 (en to d o s  l o s  
c a s o s ,  e l  n i t r ó g e n o  t o t a l  de l o s  m edios f u e  de 0 , 3  7.).  Los v a l o r e s
o b t e n i d o s  ( T a b l a  4 . 8 )  f u e r o n  s i m i l a r e s  a l o s  del t e s t i g o  en el  caso de 
l o s  medios c o n t e n i e n d o  e x t r a c t o  de l e v a d u r a  o p e p t o n a .  S i n  embargo, 
s ó l o  un 10—20 7. de e s t e  v a l o r  se o b t u v o  con l o s  o t r o s  s u p le m e n t o s .
T a b l a  4 . 8 :  I n f l u e n c i a  de l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o  s o b r e  l a
p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s .
Med i o A d i c i ó n  de:
NH^NOa F u e n t e
ni  t r o g e n a d a  
V, o r g á n i c a 7.
PH
I n i c i a l F i n a l
A ct  i v i  dad 
enz i máti ca 
( U . g ~ M
1* 0 , 2 Macerado maíz 2 , 0 4 , 1 3 , 5 1100
2 0 , 2 E x t r a c t o  l e v a d u r a 1 , 6 4 , 0 3 , 2 1250
* 3 0 , 2 B a c t o  p e p to n a 1,1 4 , 1 3 , 2 900
4 0 , 2 R a í z  de m a l t a 7 , 0 4 ,1 3 , 3 250
5 0 , 2 A t r e c h o  de t r i g o 6 , 9 4 , 3 y 230
6 0 , 2 Germen de t r i g o 3 , 7 4 , 2 3 , 2 135
7 0 , 2 A-frecho de a r r o z 4 , 0 4 , 0 3 , 3 130
8 0 , 6 6 Ni nguna - 3 , 7 2 , 8 130
9** 0 , 6 6 Ni nguna - 3 , 7 2 , 0 50
«■Medio b a s a l .
**Supl  ementado con l a s  s i g u i e n t e s  s a l e s  <mg 7.):  ka HPCU 200:  KC1 50;  
MgSO*.7H^0 2 5 | C a C l » . 2 H , 0  20;  MoCUNa*.2H*0 0 , 1 ;  F e S C U . 7 H » 0  0 , 0 5 ;
Z n S 0 « . 7 H * 0  0 , 0 4 ;  CuSCU.SHsO 0 , 0 4  ( M u k h e r j e e ,  S . K .  and Majum dar,  S . K . ;  
1 9 7 1 ) .
Todos lo s  medios c o n tie n e n  o r u j o  2 con 0 ,0 5  7. de NaaSCU. El  
c o n t e n i d o  de n i t r ó g e n o  de lo s  medios in c lu y e n d o  e l apo rtad o  por el
o r u j o  es de 0 , 3  X.
I n ó c u l o i  10a" e s p o r o s .g “ *. Te m p e ra tu ra : 30 **C. Tiempo de p ro c e so : 48 h .
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E s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que l a  e x t r a c c i ó n  del  n i t r ó g e n o  
o r g á n i c o  d u r a n t e  e l  a u t o c l a v a d o  f u e  i n s u f i c i e n t e  y / o  que p a r a  una 
buena s í n t e s i s  e n z i m á t i c a  son n e c e s a r i o s  a l t o s  n i v e l e s  de 
f r a c c i o n e s  de n i t r ó g e n o  o r g á n i c o  como a q u e l l a s  p r e s e n t e s  en forma 
l i b r e  en l o s  s u p le m e n t o s  c i t a d o s  p r i  meramente.  Además, se puede 
o b s e r v a r  que usando s o la m e n te  NHUNQr* como f u e n t e  de 
n i t r ó g e n o  se o b t i e n e  un b a j o  r e n d i m i e n t o  y a su v e z ,  é s t e  
d i s m i n u y e  p o r  l a  a d i c i ó n  de m i c r o n u t r i  e n t e s  d e b i d o  p r o b a b le m e n te  a 
l a  p r e s e n c i a  de uno o más e l e m e n t o s  en c o n c e n t r a c i o n e s  n o c i v a s  p a ra  
e l  m ic r o o r g a n i s m o  ( M e y r a t h ,  J .  and V o l a v s e k ,  G . , 1 9 7 5 ) .
4 . 5 . 3 .  I n f l u e n c i a  de l  i n ó c u l o .
Es b i e n  c o n o c i d o  e l  e f e c t o  que t i e n e  l a  v a r i a c i ó n  del tamaflo 
del  i n ó c u l o  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  m ic r o o r g a n i s m o s  t a n t o  en 
c u l t i v o s  s u m e r g id o s  como en s u s t r a t o  s ó l i d o  ( M e y r a t h ,  J .  and
S u c h a n e x , G . , 1 9 7 2 ) .
En n u e s t r o  c a s o ,  se e s t u d i ó  e l  e f e c t o  de v a r i a r  1000 v e c e s  l a  
c o n c e n t r a d ó n  de l  i n ó c u l o .  Con s i e m b r a s  que van de 103 a 
10° e s p o r o s  po r  gramo de o r u j o  l a  v e l o c i d a d  de l a  f e r m e n t a c i ó n  
se i n c r e m e n t a  en l a s  p r i m e r a s  e t a p a s  d e l  c u l t i v o  con el  aumento del 
i n ó c u l o  ( T a b l a  4 . 9 )  p e r o  l o s  r e n d i m i e n t o s  f i n a l e s  son s i m i l a r e s  y se 
a l c a n z a n  al  mismo t i e m p o .  Con e l  máximo n i v e l  de i n ó c u l o  (10* 
e s p o r o s ,  g ” 1) se o b s e r v ó  a l r e d e d o r  de un 10 7. de d i s m i n u c i ó n  
en l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  máxima aunque,  en e s t e  c a s o ,  l a  
p r o d u c t i v i d a d  a l a s  24 h de p r o c e s o  es mayor.
Como se m encionó a n t e r i o r m e n t e , l o s  v a l o r e s  de g lu c o s a m in a  
i n d i c a n  una b a s t a n t e  buena r e l a c i ó n  e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  
p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  h a s t a  l a s  36 h de c u l t i v o  en l a  c u a l  de l  80 
al  90 7. de 1 a máxima p r o d u c c i ó n  se a l c a n z a  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  del  
i n ó c u l o  em pleado .  En e s t e  momento, l a  p é r d i d a  de peso s e c o ,  
p a r á m e t r o  Í n t i m a m e n t e  r e l a c i o n a d o  con l a  m e t a b o l i z a c i ó n  de 
f u e n t e  de c a r b o n o  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  de e n e r g í a ,  r e p r e s e n t a  de l  27 
al  31 7. d e l  c o n t e n i d o  i n i c i a l  de a z ú c a r e s  s o l u b l e s .  Después de l a s
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36 h ,  l a  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  d i s m i n u y e  y l o s  cambios en el  
c o n t e n i d o  de q lu c o s a m i n a  y l a  p é r d i d a  de peso seco pueden s e r  
p r i n c i p a l m e n t e  a d j u d i c a d o s  al  p r o c e s o  de e s p o r u l a c i ó n  que comienza a 
s e r  e v i d e n t e .
l a b i a  4 . 9 .  E f e c t o  del  i n ó c u l o  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s .
I n ó c u l o  T i empo pH C o n t e n i d o  de P é r d i d a  de A c t i  v i  dad
( e s p o r o s  p o r  g ( h ) g l u c o s a m i n a peso seco p e c t o l  i' t  i ca
d e or u i o ) ( mg. g ~ 1 ) ( m g . g ~ 1) ( U . g  - 1 )
i O3 0 4 , 0 0 , 0 2 _ 0
12 3 , 9 0 , 0 2 - 0
24 3 , 6 0 , 0 3 - 45
36 3 , 3 0 , 3 0 1 1 , 0 920
48 3 , 2 0 , 5 5 1 6 , 0 1 1 00
72 3 , 7 0 , 9 8 4 3 , 0 1 150
10* 0 4 , 0 0 , 0 2 _ 0
12 3 , 9 0 , 0 2 - o
24 3 , 3 0 , 0 6 4 , 8 220
36 3 , 2 0 , 3 3 1 1 , 9 990
48 3 , 2 0 , 6 7 1 9 , 3 1 1 20
72 3 , 6 0 , 9 5 40,  i 1 100
10“  0 4 , 0 0 , 0 2 — 0
12 3 , 8 0 , 0 3 - o
24 3 , 4 0 , 0 9 6 , 4 300
36 -■ i 0 , 3 6 1 2 , 8 990
48 3 , 4 0 , 7 5 2 1 , 0 10 7 0
72 3 , 7 1 , 0 3 4 3 , 0 980
10** 0 4 , 0 S i n  d a t o s — 0
12 3 , 8 u - 0
24 3 , 2 I I 9 , 0 800
36 3,  1 II 1 4 , 7 930
48 3 , 2 H 2 5 , 7 900
72 3 , 4 I I 4 0 , 1 940
Lo s  p r o c e s o s  se r e a l i z a r o n con o r u j o  de manzana t i p o  2 en el  medio
b a s a l  a 30 **C.
E 1 hecho de que d e n t r o del g r a n  r a n g o  de i n ó c u l o s  e s t u d i a d o  no
se o b s e r v e n  d i f e r e n c i a s  s u s t a n c i a l e s  puede c o n s i d e r a r s e  como muy
i m p o r t a n t e  ya que p e r m i t e  un a m p l i o  margen de e r r o r  en l a  s ie m b ra  de 
l o s  p r o c e s o s  y ta m b ié n  p o s i b i l i t a  d i s m i n u i r  l a s  n e c e s i d a d e s  de 
p r e p a r a c i ó n  de un g r a n  número de e s p o r o s ,  con l a s  d i f i c u l t a d e s  que 
e l l o  i m p l i c a  s o b r e  t o d o  en e s c a l a  i n d u s t r i a l .
Los a n t e r i o r e s  r e s u l t a d o s  son d i f e r e n t e s  a l o s  d e s c r i p t o s  para  
A . n i g e r  en c u l t i v o  sum erg ido ,  donde l a  c a n t id a d  de i n ó c u l o  
e j e r c e  una gran i n f l u e n c i a  sob re  el r e n d i m ie n to  de l a  fe rm e n ta ció n
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( T u t t o b e l 1 o , R. and M i l i ,  P . J . , 1961 a ) .
4 . 5 . 4 .  I n f l u e n c i a  de l a  t e m p e r a t u r a .
Como puede s e r  v i s t o  en l a  T a b l a  4 . 1 0 ,  l a  t e m p e r a t u r a  ó p t im a  
p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  es de 30 °C a d i f e r e n c i a  de l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  A.  r t i ger  en c u l t i v o  s u m e rg id o  donde e s t e  
v a l o r  es de 37 °C ( T u t t o b e l l o ,  R . , 1978)
A 25 “ C l a  v e l o c i d a d  de f e r m e n t a c i ó n  es menor y l o s  
r e n d i m i e n t o s  e n z i m á t i c o s  a 1 as 48 h son de a l r e d e d o r  del  50 7. de l o s
o b t e n i d o s  a 30 **0. A 35 °C e l  c r e c i m i e n t o  t i e n e  l u g a r  como 
se d e s p re n d e  de l o s  v a l o r e s  de g l u c o s a m i n a  y de p é r d i d a  de peso 
s e c o ,  p e r o  l a  s í n t e s i s  de p e c t i n a s a s  e s t á  marcadamente r e d u c i d a .
T a b l a  4 . 1 0 .  E f e c t o  de l a  t e m p e r a t u r a  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s
T e m p e r a t u r a  T iem po pH C o n t e n i d o  de P é r d i d a  de A c t i v i d a d  
<°C) <h) g lu c o s a m i n a  peso seco p e c t o i i t i c a
<m g.g ~x) <mg.g- M < U .q ~ 1 )
24 3 , 0  O ,039  ~ 7
25 36 3 , 4  0 , 1 0 6  3 , 3  207
48 3 , 2  0 , 2 9  9 , 6  615
24 3 , 6  0 , 0 7  4 , 0  217
30 36 3 , 3  0 , 3 2  1 1 , 4  980
48 3 , 4  0 , 7 0  1 9 , 6  1140
24 3 , 6  0 , 1 6  4 , 8  81
35 36 S i n  d a t o s  S i n  d a t o s  S i n  d a t o s  S i n  d a t o s
48 3 , 0  0 , 7 9  2 4 ,1  93
L o s  p r o c e s o s  se r e a l i z a r o n  con o r u j o  t i p o  2 en el  medio b a s a l . 
I n ó c u l o s  10* e s p o r o s . g ~ x .
4 . 5 . 5 .  I n f l u e n c i a  del  t i p o  de o r u j o  de manzana.
Lo s r e s u l t a d o  o b t e n i d o s  con d i f e r e n t e s  t i p o s  de o r u j o  de manzana 
se m u e s tra n  en l a  T a b l a  4 . 1 1 .  Empleando un o r u j o  de a l t o  c o n t e n i d o  de 
a z ú c a r e s  ( t i p o s  3a y 4a)  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  a l a s  48 h de 
p r o c e s o  es de a l r e d e d o r  de l  30 7. de l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  en el  medio 
t e s t i g o  con o r u j o  t i p o  2.  Además, l o s  v a l o r e s  de g lu c o s a m in a  y de 
p é r d i d a  de peso s e co  son ta m b ié n  menores l o  que i n d i c a n  una 
m o d i f i c a c i ó n  en e l  m e ta b o l is m o  y e l  c r e c i m i e n t o  f ú n g i c o  usando 
e s t e  t i p o  de o r u j o .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  no se
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in c r e m e n t a  en p e r i o d o s  más p r o l o n g a d o s  de c u l t i v o .  En o r u j o s  de 
b a i o  c o n t e n i d o  de a z ú c a r e s  ( t i p o s  3b y 4b) se o b t i e n e n  b a j o s  
r e n d i m i e n t o s  e n z i m á t i c o s ,  aunque en e s t e  caso se o b s e r v a n  v a l o r e s  
mayores en l a s  m u e s t r a s  más á c i d a s .
l a b i a  4 . 1 1 .  E f e c t o  del  t i p o  de o r u j o  de manzana s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  
enz i máti  c a .
T i p o  de Val  o r e s T i  empo PH C o n t e n i d o  de P á r d i  da A c t i  v i  dad
or  u j  o i n i c i a l e s (h) g l u c o s a m i n a de peso p e c t o l  i' t i  ca
Az ú c a r e s pH ( m g . g - 1 ) seco ( U . g " 1 )
so l  ubi  es ( m g . g _ 1 )
( mg. g “ 1)
dU 41 4 , 0 48 3 , 4 0 , 7 0 2 2 , 0 1190
3a 91 4 , 1 48 3 , 0 0 , 5 3 14, 4 360
72 3 , 5 0 , 9 5 4 4 , 0 320
3b 20 4 , 0 48 3 , 5 0 , 4 9 - 162
4a 91 3 , 3 48 2 , 9 0 , 5 5 1 7 , 3 380
72 3 , 3 1 , 27 4 9 , 8 360
4a* 91 4 , 1 48 3 , 2 0 , 5 3 1 9 , 5 312
4b 15 3 , 3 48 3, 1 0 , 4 5 2 0 , 4 290
3 a (297.) + 40 4 , 1 48 3 , 3 — 750
+ 3b ( 717.)
4a (347.) + 41 3 , 3 48 3, 1 0 , 7 5 2 2 , 0 1 100
+ 4b (667.)
4a (347.) + 41 4 , 1 48 3 , 5 0 , 7 2 2 1 , 6 900
+ 4b<66>:)*
* E l  pH i n i c i a l  se a j u s t ó  p o r  a d i c i ó n  de s o l u c i ó n  de NaOH.
Lo s p r o c e s o s  se r e a l i z a r o n  en e l  medio b a s a l , a 30 °C. 
I n ó c u l o :  10* e s p o r o s . g - 1 .
Cuando se m e zc la n  o r u j o s  de l  mismo t i p o  de manzana a l o s  e f e c t o s  
de a l c a n z a r  n i v e l e s  de a z ú c a r e s  de l  4 */. l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  
se i n c r e m e n t a  y en el  c a so  de manzanas G ra n n y  S m ith  (4a + 4 b ) ,  l a  
a c t i v i d a d  o b t e n i d a  es c o m p a ra b le  con l a  de l  medio t e s t i g o  ( o r u j o  2 ) .  
Con l a  m e z c la  de o r u j o s  de manzanas Red D e l i c i o u s  (3a + 3b) se 
a l c a n z a n  v a l o r e s  de a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  menores que con e l  t e s t i g o  
( o r u j o  2 ) .  En ambos c a s o s  t a n t o  e l  t i p o  de manzana como e l  c o n t e n i d o  
de a z ú c a r e s  es e l  mismo. La ú n i c a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l l o s  es l a
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época de p r o c e s a m i e n t o  de l a  - f r u t a ,  que en el  caso del  o r u j o  2 
c o r r e s p o n d e  al mes de a b r i l  y en l a s  3 al  de n o v i e m b r e .  De e l l o  se 
p o d r í a  c o n c l u i r  que d u r a n t e  el  a lm a c e n a m ie n to  l a s  - f r u t a s  p i e r d e n  
a l g ú n  componente que e s t i m u l a  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  y que,  
po r  l o  t a n t o ,  se h a l l a  en menor p r o p o r c i ó n  en e l  ú l t i m o  c a s o .
E l  e f e c t o  de l  pH i n i c i a l  de l  c u l t i v o  se e s t u d i ó  con o r u j o s  4a y 
con l a  m e z c la  4a + 4b en l a  que e l  pH se l l e v ó  al  v a l o r  de 4 . 1 ,  
s i m i l a r  a l  de l o s  o r u j o s  de manzanas Red D e l i c i o u s .  En ambos casos se 
p r o d u j o  una menor a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .
E s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que además de o t r o s  f a c t o r e s ,  debemos 
c o n s i d e r a r  a l a  c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r e s  del  o r u j o  como e l  más 
i m p o r t a n t e  ya que c o n t r o l a  l o s  r e n d i m i e n t o s  de l a  f e r m e n t a c i ó n  b a j o  
l a s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  em p le a d a s.  Por  l o  t a n t o ,  se puede suponer 
que con l a  m u e s tra  4b ,  e l  c r e c i m i e n t o  m i c r o b i a n o  y l a  p r o d u c c i ó n  
e n z i m á t i c a  e s t á n  l i m i t a d a s  p o r  e l  c o n t e n i d o  de a z ú c a r e s .  En 
c a m b io ,  con m u e s t r a s  3a y 4a con una c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r e s  del 
9 7,, l o s  r e s u l t a d o s  deben s e r  a t r i b u i d o s  a e f e c t o s  n e g a t i v o s  s o b re  
e l  m e t a b o l is m o  f ú n g i c o  o r i g i n a d o s  en f a c t o r e s  a m b i e n t a l e s  
d e s f a v o r a b l e s ,  como p o r  e j e m p l o  una a l t a  p r e s i ó n  o s m ó t ic a  del 
m edio de c u l t i v o .
En l a  T a b l a  4 . 1 2  se m u e s tra  una c i n é t i c a  t í p i c a  u t i l i z a n d o  
una m e z c la  de o r u j o s  de manzanas á c i d a s .  En e s t e  c a s o ,  l a  
p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  y l a  v e l o c i d a d  de l a  f e r m e n t a c i ó n  son 
m ayores en t a n t o  que l a  p r o d u c t i v i d a d  se in c r e m e n t a  en un 30 7. en 
r e l a c i ó n  al  c u l t i v o  t e s t i g o .  La biomasa f ú n g i c a  a 1 as 36 h puede 
s e r  e s t i m a d a  en 6 , 1  mg de m i c e l i o  seco p o r  gramo de o r u j o  de manzana. 
De a c u e r d o  a e s t o s  v a l o r e s ,  l o s  r e n d i m i e n t o s  de p e c t i n a s a  son de 
a l r e d e d o r  de 200 u n i d a d e s  p o r  mg de m i c e l i o  s e c o .
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T a b l a  4 . 1 2 r C i n é t i c a  de p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s empleando una
mez c í a  de o r u j o s  de manz anas á c i d a s  (4a 34 7. + 4b 66 7.) .
T ie m po  de PH C o n t e n i d o  de A c t i  v i  dad
p r o c e s o g lu c o s a m in a p e c t o l 1 t i c a
(h ) (mg. g 1) ( U . g - M
0 3 , 3 0 , 0 3 7 0
12 3 , 3 0 , 0 3 9 0
24 3 , 3 0 , 0 9 6 280
36 3 ,  1 0 , 4 3 0 1280
48 3 , 3 0 , 7 6 0 1060
Los p r o c e s o s  -fueron l l e v a d o s  a cabo con e l  medio b a s a l  , a 30 
con un i n ó c u l o  de 10* e s p o r o s  p o r  g .
4 . 5 . 6 .  I n f l u e n c i a  de l a  c o m p o s i c i ó n  del  medio de c u l t i v o .
En e l  i t e m  a n t e r i o r  se ha d e s c r i p t o  el  p r o f u n d o  e f e c t o  que el  
t i p o  de o r u j o  de manzana e m pleado ,  fu n d a m e n ta lm e n te  en c u a n t o  a su 
c o n t e n i d o  en a z ú c a r e s ,  t i e n e  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  de p e c t i n a s a s .  A 
modo de c o n f i r m a c i ó n ,  se d i s e ñ a r o n  una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  en 
c a j a  de p e t r i  en l a s  c u a l e s  se r e e m p l a z ó  al  o r u j o  de manzana por  un 
medio s i n t é t i c o  que s i m u l a r a  su l a  c o m p o s i c i ó n .  Además, se 
a g r e g ó  un i n e r t e  ( p u l p a  de p a p e l )  en l u g a r  de sus  componentes 
i n s o l u b l e s  p a r a  que p r e s e n t a r a  una t e x t u r a  s i m i l a r .  En e s t o s  c a s o s ,  
t a n t o  e l  d e s a r r o l l o  de l o s  p r o c e s o s  como e l  p r o c e s a m i e n t o  de l a s  
m u e s t r a s  f u e  i d é n t i c o  a l o s  d e s c r i p t o s  p r e c e d e n t e m e n t e .  En l a  T a b l a  
4 . 1 3  se d e t a l l a  l a  c o m p o s i c i ó n  de l o s  medios de c u l t i v o  em pleados.
T a b l a  4 . 13s C o m p o s ic ió n  de l o s  m edios de c u l t i v o  s i n t é t i c o s .
de c u l t i v o A zú c a re s  <3Í> Pee t i  na (?.)
(1) (2)
A 0 0
B 2 0
C 4 0
D 6 0
E 10 0
F 2 2
G 4 2
H 0 2
I Jugo de o r u j o  (3) 2
(1 )  En todos  l o s  casos corresponde a un 67 7. de f r u c t o s a ,  23 7. de 
g lu c o s a  y 10 7. de s a c a ros a .
(2 )  Se t r a t a  de l a  misma p e c t i n a  usada en 1 a v a l o r a c i ó n  
v i s c o s i m é t r i c a  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .
(3)  Se d i l u y ó  h a sta  un v a l o r  del  4 7. de a zú c a re s  t o t a l e s .
En tod os  l o s  c a sos ,  se a d i c i o n a r o n  l o s  mismos suplementos del  
medio de c u l t i v o  base ( s a l e s  y macerado de m aíz)  y también un 3 7,
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Med i o
de p u l p a  de p a p e l .
En l a  T a b l a  4 . 1 4  se d e t a l l a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con l o s  
m edios de c u l t i v o  a n t e r i o r e s  (en t o d o s  l o s  c a s o s  son p ro m e d io s  de 
t r  i p l i  c a d o s ) .
T a b la  4 . 14 í R e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con l o s  medios de c u l t i v o s  
s i  n t é t i  eos.
M edio de c u l t i v o T iem po  de p r o c e s o
( h )
PH A c t  i v i  dad 
enz i máti ca 
( U . g ” M
C o n te n i  do 
de a z ú c a r e s  
< g . L “ *)
A 24 4 , 7 1 0 , 7
48 7 , 2 1 0 , 5
72 7 , 8 0 0 , 4
B 24 3 , 7 179 2 1 , 2
48 4 , 2 38 1 ,8
72 6 , 7 33 0 , 6
C 24 3 , 7 205 3 9 , 4
48 3 , 8 469 16, 1
72 4 , 8 646 1 ,8
D 24 3 , 5 169 5 6 , 4
48 3 , 6 387 3 2 , 8
l
72 4 , 0 366 7 , 2
E 24 3 , 0 90 9 1 ,1
48 3 , 6 190 6 0 , 6
72 3 , 9 173 2 8 , 3
F 24 3 , 5 130 21 ,2
48 3 , 8 209 8 , 0
- 72 5 , 6 193 1 ,6
G 24 3 , 2 361 4 0 , 8
48 3 , 7 906 2 5 , 3
72 4 , 0 895 <j, 5
H 24 3 , 7 8 2 ,1
48 5 , 4 33 1 ,3
72 7 , 2 8 0 , 9
I 24 3 , 3 356 3 9 , 5
48 3 , 8 890 2 8 , 3
72 4 , 0 883 9 , 5
Como se puede apreciar, los mayores rendimientos se obtienen e n  
e l  m e d i o  de cultivo 6  que es el que simula la composición del orujo 
d e  manzana 2  y  de las mezclas en las que se producen las más altas 
actividades enzimáticas. Sin embargo, estas últimas actividades no 
s o n  alcanzadas a pesar de que tanto los azúcares como la pectina son
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l o s  mismos y se e n c u e n t r a n  en l a s  mismas p r o p o r c i o n e s .  De e l l o  se 
c o n c l u y e  que el  o r u j o  puede c o n t e n e r  o t r o s  f a c t o r e s  e s t i m u l a n t e s  de l a  
p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  qúe p r o b a b l e m e n t e  puedan s e r  l o s  mismos que 
ya se han mencionado cuando se d i s c u t i ó  l a  menor a c t i v i d a d  o b t e n i d a  
con l o s  p r o v e n i e n t e s  de manzanas alm acenadas a n t e s  de p r o c e s a r .
Además, e s t o s  f a c t o r e s  no pasan al  j u g o  de o r u j o  (medio  1) ya que 
l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  son s i m i l a r e s  a l o s  de l  medio G.
Por o t r a  p a r t e ,  es e v i d e n t e  e l  e f e c t o  de l a  p e c t i n a .  Si  b i e n  e s t a  
no es e s e n c i a l  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de l a s  e n z i m a s ,  su p r e s e n c i a  
a p a r e n t e m e n t e  f a v o r e c e r í a  su l i b e r a c i ó n  y / o  e s t a b i l i z a c i ó n  en el  
medio de c u l t i v o .
En l o s  demás c a s o s  se o b s e r v a  que con n i v e l e s  po r  encima o por  
d e b a j o  del  4 7. de a z ú c a r e s  se d i s m i n u y e  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  
de un modo s i m i l a r  al  e n c o n t r a d o  con l o s  o r u j o s .  Por o t r a  p a r t e ,  
empleando s o la m e n t e  p e c t i n a  (medio  H) se l o g r a n  a c t i v i d a d e s  muy b a j a s ,  
menores aún que con l a  misma c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  (medio  B) .
4 . 5 . 7 .  I n f l u e n c i a  de l  s i s t e m a  de c u l t i v o .
En e l  c a p i t u l o  3 se m e n c io n a ro n  a l g u n a s  de l a s  
c a r á c t e r i s t i c a s  de l o s  c u l t i v o s  en medios s ó l i d o s  y ,  e n t r e  e l l a s ,  
l a  p o s i b i l i d a d  de aumentar  n o t a b l e m e n t e  e l  r e n d i m i e n t o  de una 
d e t e r m i n a d a  f e r m e n t a c i ó n .  Un e j e m p l o  de l o  a n t e r i o r  l o  e n co ntram o s 
al  e f e c t u a r  p r o c e s o s  en e l  medio de c u l t i v o  I d e s c r i p t o  en e l  i te m  
4 . 5 . 6 .  al  que no se l e  a g re g ó  l a  p a s t a  de papel  y se l o  in c u b ó  en 
e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  como un c u l t i v o  l i q u i d o  c o n v e n c i o n a l .  E s t a s  
f u e r o n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  em pleadas en l a  p r o d u c c i ó n  de m i c e l i o  
p a r a  l a  medida d e l  c o n t e n i d o  de g lu c o s a m i n a  de l a  biomasa ( i t e m
4 . 4 . 4 . 2 . ) .  En l a  T a b l a  4 . 1 5  se m u e s tra n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .
l i e
T a b l a  4 .1 5 s  R e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en p r o c e s o s  con e l  medio de c u l t i v o  I 
s i n  p a s t a  de papel  en e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s .
T iem po de pH Peso seco (1 ) A c t i  v i  dad A z ú c a r e s
p r o c e s o < g . L - 1 > enz i máti  ca s o l  ubi es
(h ) ( ü . g “ M < g . L “ * )
0 4 , 1 1 , 4 0 3 9 , 8
12 3 , 9 1 , 8 0 3 7 , 7
24 3 , 4 6 , 0 456 2 7 , 8
36 3 , 2 1 1 , 0 335 16,1
48 3 , 7 1 7 , 5 314 3 , 0
72 6 , 5 1 8 , 5 152 1,1
<1) Se d e t e r m i  nó po r  f i l t r a c i ó n de l  c o n t e n i d o t o t a l  del
e r l e n m e y e r  po r  p a p e l  de f i l t r o ,  l a v a d o  de l  m i c e l i o  y secado h a s t a  peso 
c o n s t a n t e  a 105 **C.
Como se puede o b s e r v a r , t a n t o  l a  c i n é t i c a  de c r e c i m i e n t o  del 
m i c r o o r g a n i s m o  como 1 a de p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  son más 
r á p i d a s  que en l o s  m edios s ó l i d o s  con o r u j o .  Por  o t r a  p a r t e ,  es 
n o t a b l e  que l o s  r e n d i m i e n t o s  f i n a l e s  de p e c t i n a s a  sean menores que l o s  
o b t e n i d o s  con e l  mismo m edio de c u l t i v o  s o l i d i f i c a d o  po r  e l  ag regado 
de p a s t a  de p a p e l .  E s t e  c o m p o r t a m i e n t o  se puede i n t e r p r e t a r  p o s t u l a n d o  
que en un medio s ó l i d o  l o s  n u t r i e n t e s  t i e n e n  una c i e r t a  v e l o c i d a d  de 
d i f u s i ó n  m e d i a n t e  un g r a d i e n t e  de c o n c e n t r a c i ó n  h a c i a  l a  biomasa.
En c a m b io ,  en un medio l i q u i d o  l a  t o t a l i d a d  de l o s  n u t r i e n t e s  es 
i g u a l m e n t e  a c c e s i b l e  al  m ic r o o r g a n i s m o  po r  l o  que,  en e s t e  a s p e c t o ,  no 
e x i s t e  l i m i t a c i ó n  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o .  En un medio s ó l i d o  e s t e  
c o m p o r t a m i e n t o  p o d r í a  c o m p a ra rs e  con el  que t i e n e  l u g a r  en un 
c u l t i v o  l i q u i d o  con a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o ,  en e s t e  caso  de un 
modo n a t u r a l  ya que es l a  d i f u s i ó n  a t r a v é s  del  medio l a  que 
c o n t r o l a  l a  v e l o c i d a d  de a l i m e n t a c i ó n .  E s t a  l i m i t a c i ó n  
f a v o r e c e r l a  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  y l a  p r o l o n g a r l a  en el  
t ie m p o  ya que en l o s  m edios s ó l i d o s  se p ro d u c e  una menor v e l o c i d a d  
t a n t o  de c r e c i m e n t o  como de consumo de a z ú c a r e s .
4 . 5 . 8 .  Influencia del secado del orujo de manzana.
La época de procesamiento de la manzana tiene gran importancia
en e l  rendimiento de la fermentación, como lo muestran los *
r e s u l t a d o s  descriptos en el Ítem 4 . 5 . 5 .  Es por ello que se pensó en
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l a  p o s i b i l i d a d  de e m plear  e l  o r u j o  con e l  que se o b t u v i e r o n  l o s  
m e jo r e s  r e s u l t a d o s  p r e v i o  secado d e b id o  a que é s t e  es el  método 
mAs s e n c i l l o  de c o n s e r v a c i ó n  y al  que r e c u r r i r í a  una i n d u s t r i a  
en e l  caso  de r e a l i z a r  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  d u r a n t e  un p e r í o d o  de 
t ie m p o  mayor al  de p r o d u c c i ó n  de l  c i t a d o  o r u j o .
A t a l  e f e c t o  se r e a l i z a r o n  e n s a yo s  con e l  medio de c u l t i v o  ba se ,  
en e l  c u a l  se u t i l i z ó  a l  o r u j o  2 que h a b l a  s i d o  secado h a s t a  peso 
c o n s t a n t e  en una e s t u f a  con c i r c u l a c i ó n  f o r z a d a  de a i r e  a 50 °C 
y p ó s t e r i o r m e n t e  re h u m e c ta d o  h a s t a  su humedad o r i g i n a l .  Los  r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  no m o s t r a r o n  d i f e r e n c i a s  con l o s  d e s c r i p t o s  a n t e r i o r m e n t e , 
p o r  l o  que se puede c o n c l u i r  que un secado en l a s  c i t a d a s  c o n d i c i o n e s  
no a f e c t a  al  o r u j o .
4 . 5 . 9 .  C a r á c t e r i z a c i ó n  de l  pool  e n z i m á t i c o .
A f i n  de c o n o c e r  l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  de e n z im a s  p r o d u c i d a s  por 
n u e s t r a  cepa b a j o  l a s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  em pleadas se e f e c t u a r o n  
c o r r i d a s  e l e c t r o f o r é t i  c a s  con m u e s t r a s  tomadas a l a s  2 4 ,  36 ,  48 y 72 
h de un p r o c e s o  t e s t i g o  t í p i c o .  Como c o m p a ra c ió n  se c o r r i ó  
ta m b ié n  una m u e s tra  c o m e r c i a l  que p r e s e n t a b a  una muy buena c a p a c id a d  
de c l a r i f i c a c i ó n  de j u g o  de manzana.
P a ra  l a s  e l e c t r o f o r e s i s  se a d a p tó  una m e t o d o l o g í a  de 
b i b l i o g r a f í a  en l a  c u a l  a l o s  g e l e s  de p o l i a c r i  1 ami da se l e  
a d i c i o n a n  l o s  s u s t r a t o s  e s p e c í f i c o s  de cada en zim a a s e r  en saya da.
E l  desarrollo del cromatograma se hace de manera horizontal en un 
b u f f e r  de pHs 6 , 7 ,  que es inapropiado para la actividad enzimática. 
E s t a  tiene lugar después de que la corrida ha finalizado ya que l o s  
g e l e s  se sumergen en solución de ácido mélico que difunde hacia 
su interior y cuando el sustrato pasa por la zona de pH apropiado se 
hidroliza originando productos carácter!stieos para cada enzima. El 
revelado se hace por coloración con rojo rutenio dando tonalidades 
específicas para cada uno de ellos. Hediente esta técnica se 
pueden distinguir actividades de PE, R0 y PMGL ya que en el primero de 
los casos el gel toma un color rojo más oscuro, en el segundo un
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t o n o  c l a r o  y en el  t e r c e r o  v i r a  h a c i a  el amari l i o .
Electroforesis de pectinasas en geles de poliacrilamida con la adición de pectina 
(Fot. 1) o de polipectato de sodio (Fot. 2).
Las muestras A, B, C, y D fueron tomadas a las 24, 36, 48 y 72 h de cultivo, en 
tanto que la E corresponde a un preparado comercial.
Mrei: movilidad relativa al frente del solvente de corrida.
El  gel  c o n t e n i e n d o  p e c t i n a  ( - f o t o g r a f í a  1) r e v e l a  l a  p r e s e n c i a  
de una zona r o j a  más o s c u r a  c o r r e s p o n d i e n t e  a una PE de b a j o  p u nt o  
i s o e l é c t r i c o  y al  menos o t r o s  dos g r u p o s  de p e c t i n a s a s  en l a s  zonas 
c l a r a s .  E l  g e l  con p o l i p e c t a t o  de s o d i o  ( f o t o g r a f í a  2) m uestra  un 
s o l a  zona c l a r a  l a  c u a l  i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  de l a  c l á s i c a  a c t i v i d a d  
de PG. Tomando en c o n s i d e r a c i ó n  que l a  m o v i l i d a d  r e l a t i v a  o b s e rv a d a  
es s i m i l a r  a l a  de l a  zona de b a j o  p u n t o  i s o e l é c t r i c o  e n c o n t r a d a  en 
e l  g e l  con p e c t i n a ,  se puede c o n c l u i r  que «a b a s  c o r r e s p o n d e n  al mismo 
t i p o  de e n z im a .
A p e s a r  de que se o b s e r v a  una s o l a  zona de h i d r ó l i s i s ,  no es 
p o s i b l e  d e t e r m i n a r  s i  e s t a  a c t i v i d a d  de P6 c o r r e s p o n d e  a una ú n i c a  
e n zim a o n o ,  ya que como se m encionó a n t e r i o r m e n t e  e x i s t e n  
m ú l t i p l e s  fo rm a s  m o l e c u l a r e s  de e n do -P G  o b i e n  puede e s t a r  p r e s e n t e  
una e x o - P G .  Las  medidas c u a n t i t a t i v a s  i n d i c a r o n  una a c t i v i d a d  de
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pore n d o -P G  en e l  medio de c u l t i v o  a l a s  4G h de p r o c e s o  de 410 U
gramo de o r u j o  de manzana.
F o r  o t r a  p a r t e ,  es e v i d e n t e  que el  o t r o  g ru p o  de en zim as 
h i d r o l i t i c a ®  p r e s e n t e  en el  gel  con p e c t i n a  no a t a c a  p o l i p e c t a t o  de 
s o d i o .  E s t a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  puede s e r  a t r i b u i d a  a una 
endo-PM GL,  l a  c u a l  es u s u a l  mente p r o d u c i d a  por  cepas de 
AspergiUus. E s t o  se c o n f i r m ó  m id i e n d o  el  i n c r e m e n t o  de 
a b s o r b a n c i a  a 235 nm en p r e s e n c i a  de p e c t i n a  <0,32 u n id a d e s  de 
a b s o r b a n c i a  en 30 min p a r a  14 u n i d a d e s  v i s c o s i m é t r i  cas  po r  mL de 
m e zc la  de r e a c c i ó n ) .  Además se c o n f i r m ó  l a  e s p e c i f i c i d a d  de 
s u s t r a t o  d e b i d o  a que no p r e s e n t ó  a c t i v i d a d  usando p o l i p e c t a t o  de 
s o d i o  ( F i  g .  4 . 6 . ) .
Ti empo de r e a c c i ó n  ( m i n )
F ig . 4 . 6 .  A c t i v i d a d  de pol i m e t  i I g a l a c t  u r o n a t o  l i a s a .  
C i n é t i c a  de f o r ma c i o ' n  de p r o d u c t o s  i n s a t u r a d o s  a 30 °C,  
en b u f f e r  a c e t a t o  0, 1 M,  p H :  4 , 0  y 0 , 5  %  del  
sust  r a t o  espec í f  i co.
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Aunque l a  c o r r i d a  e l e c t r o f o r é t i c a  de l a  m u e stra  c o m e r c i a l  no es 
t o t a l m e n t e  c l a r a ,  se puede i n f e r i r  l a  p r e s e n c i a  del  mismo g ru p o  de 
e n z im a s  m encionadas p r e c e d e n te m e n te  y además una zona de a c t i v i d a d  
de PG de muy b a j o  p u n t o  i s o e l é c t r i c o .  E s t a  d i f e r e n c i a  se puede 
a t r i b u i r  al  p o s i b l e  uso de o t r a  cepa p r o d u c t o r a  y / o  a una m e zc la  de 
e n z im a s  de d i f e r e n t e s  o r í g e n e s .
No se o b s e r v a n  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  c o r r i d a s  de l a s  m u e s tra s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  d i s t i n t o s  t ie m p o s  de p r o c e s o .  Por l o  t a n t o ,  se 
puede su p o n e r  que en n u e s t r o  caso  l a s  p e c t i n a s a s  son p r o d u c i d a s  al 
mismo t ie m p o  y pro ba blem em en te  en l a  misma p r o p o r c i ó n  d u r a n t e  l a  
f e r m e n t a c i ó n .  E s t e  r e s u l t a d o  es d i f e r e n t e  a l o s  o b t e n i d o s  con o t r o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  como Di ploidea gossypina (Wang, S . C .  and P i n c k a r d ,  
J . A . ,  1 9 7 1 ) ,  Fusmrium solani (Batem an,  D . F . ,  1 9 6 6 ) ,  Aspergíllus 
fonsecaeus ( E d s t r o m ,  R . D .  and P h a f f ,  H . J . ,  1964) y Clostridiua 
felsineuwi (Osman, H . G .  y c o l . ,  1 9 6 9 ) ,  t o d o s  e l l o s  c u l t i v a d o s  en 
medios l í q u i d o s ,  en l o s  c u a l e s  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  se 
p r o d u c e n  i m p o r t a n t e s  ca m b io s  en el  t i p o  de e n zim a s  p r o d u c i d a s .
E l  pool  de p e c t i n a s a s  o b t e n i d o  f u e  a su vez c a r á c t e r i z a d o  en 
c u a n t o  a su s  p r o p i e d a d e s  con r e s p e c t o  al  e f e c t o  de 1 a t e m p e r a t u r a  y el  
pH s o b r e  su a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .  D e b id o  a que l a  a c t i v i d a d  de l a s  
PE puede s e r  a f e c t a d a  p o r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s o d i o ,  l o s  e s t u d i o s  
s o b r e  e l  pH se l l e v a r o n  a cabo a 30 °C en b u f f e r  a c e t a t o  0 , 1  N 
con una a d i c i ó n  a p r o p i a d a  de NaCl de modo de t e n e r  en t o d o s  l o s  
c a s o s  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de s o d i o  de 0 , 0 6 4  M. Los r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  se m u e stra n  en l a  F i g .  4 . 7 .  Como c o n c l u s i ó n  podemos d e c i r  
que l o s  r a n g o s  de pH y t e m p e r a t u r a  ó p t i m o s  pueden c o n s i d e r a r s e  
a p r o p i a d o s  p a r a  l a s  a p l i c a c i o n e s  c o m e r c i a l e s  en l a  o b t e n c i ó n  de 
j u g o s  de f r u t a s  (N e u b e c k ,  C . E . , 1 9 7 5 ) .
Con r e s p e c t o  a l a s  enzimas no p e c t o l i t i  c a s ,  se demostró l a  
p r e s e n c i a  de ami l a s a s ,  c e l u l a s a s  y h e m i c e lu la s a s  que son g e n e r a lm e n te  
c o n s i d e r a d a s  como b e n e f i c i o s a s  en p ro d u c to s  e n z i m á t i c o s  usados en 
c l a r i f i c a c i ó n  de j u g o s ,  en t a n t o  que no se d e t e c t a r o n  1 i pasas.
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pH Temperatura (°C)
F í g .4 . 7. Efecto del pH ( A )  y de la temperatura ( B) sobre la 
actividad pectolítica. En todos los casos se uso" 2 U.mL”V
4 . 5 . 1 0 .  En say os  de c 1a r i f i  c a e i ó n .
Se en sayó  l a  c a p a c i d a d  del  pool  de p e c t l n a s a s  p a r a  l a  
c l a r i f i c a c i ó n  de j u g o s  de manzana usando un e x t r a c t o  c r u d o  o b t e n i d o  
de un c u l t i v o  de 36 h usando l a  m e zc la  de o r u j o s  de manzanas Granny 
S m ith  con 4 7. de a z ú c a r e s .  En l a  T a b l a  4 . 1 6  se m u e s tra  l a  
e v o l u c i ó n  de l a s  c l a r i f i c a c i o n e s  en f u n c i ó n  del  t ie m p o  con v a r i o s  
n i v e l e s  de p e c t i n a s a s  y con l o s  d i s t i n t o s  j u g o s .
E l  j u g o  de manzanas G ra n n y  S m ith  f u e  r á p i d a m e n t e  c l a r i f i c a d o ,  
r e q u i r i e n d o  s o l o  1 h de t r a t a m i e n t o  con 1000 U . L ~ X. En e s t e  
t ie m p o  se o b s e r v a  un ab un d a n te  f l ó c u l o  y e l  t e s t  de a l c o h o l  es 
n e g a t i v o .  En e l  caso del  j u g o  de manzanas G olden D e l i c i o u s  con el 
mismo n i v e l  de a d i c i ó n  de e n z i m a ,  se n e c e s i t a n  2 h de i n c u b a c i ó n  
p a r a  o b t e n e r  una e l a r i f i c a c i ó n  a p r o p i a d a  y un t e s t  de a l c o h o l  
n e g a t i v o .  En ambos c a s o s ,  no es n e c e s a r i o  r e a l i z a r  el  t e s t  de io d o  ya 
que e s t a s  v a r i e d a d e s  de manzanas no poseen a l m id ó n .
La s i t u a c i ó n  es d i f e r e n t e  en c u a n t o  al  j u g o  de manzanas Red 
D e l i c i o u s  d e b i d o  a que no se a l c a n z ó  una c l a r i f i c a c i ó n  t o t a l .  En 
e s t e  caso usando 2000 U . L “ X d u r a n t e  3 h e l  j u g o  p r e s e n t a b a
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t o d a v í a  c i e r t a  t u r b i d e z  aun cuando a 1 as 2 h de t r a t a m i e n t o  ya daban
n e g a t i v o s  l o s  t e s t s  de i o d o  y de a l c o h o l .
T a b l a  4 . 1 6 .  E v o l u c i ó n  de l  7. de t r a n s m i t a n c i a  a 660 nm d u r a n t e  l a  
e l  ar  i -f i c a c i ó n  de t r e s  t i p o s  de j u g o  de manzana.
J u g o  de manzana G ra n n y  S m i t h , pHs 3 , 3 .
T iem po  (m in ) 0 30 60 120 180
P e c t i  nasa
a d i  c i  onada
< U . L ~ 1)
0 45 42 48 42 42
500 45 - - - -
1000 43 62 92 93 93
2000 40 87 92 92 93
C o n t r o l  * 40 - 41 45 43
N u e s t r a  c o m e r c i a l  ** 40 79 95 95 96
J u g o  de manzana Gol den D e l i c i i □ U S  , ph: 3 , 6 .
T iem po  (m in ) 0 30 60 120 180
P e c t i  nasa
a d i  c i  onada
(U.  L ” 1)
0 34 40 40 37 37
500 32 49 50 6 8 73
1000 34 53 56 75 81
2000 34 53 6 6 85 90
C o n t r o l * 34 38 4 0 37 37
N u e s t r a c o m e r c i a l  ** 34 75 83 90 90
J u g o  de manzana Red D e l i c i o u s , pH : 4,  0.
T iem po  (m in ) 0 30 60 120 180
P e c t i  nasa
adi  c i  onada
( U . L " 1 )
0 18 — 19 22 17
500 18 3 0 3 6 5 0 5 4
1000 18 4 3 45 5 9 6 6
2000 18 4 3 5 0 6 4 6 8
C o n t r o l * 18 - — 21 17
N u e s t r a c o m e r c i a l  * * 18 4 6 5 6 6 7 6 3
* J u g o s o l  o.
* *  B i o c o n c e n t r a d a  p l u s  ( B i o c o n  L t d . , I r l a n d a ) , 1000 U . L ” 1 .
To d a s  l a s  m u e s t r a s  c o n t i e n e n l a  a d i c i ó n  de ami 1o g l u c o s i d a s a
c o m e r c i a l  <30 m g . L ” 1) y  g e l a t i n a (50 m g .L ” 1 ) .
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4.6. CONCLUSIONES
Con l o »  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  m e d ia n te  e l  empleo del  o r u j o  de 
manzana p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de e n z im a s  p e c t o l l t i c a s  en s u s t r a t o  
s ó l i d o  se de m u e s tra  l a  - f a c t i b i l i d a d  t é c n i c a  de e s t e  p r o c e s o ,  al  
menos en e s c a l a  de l a b o r a t o r i o .  Por e s t a  r a z ó n ,  es n e c e s a r i o  
e s t u d i a r  su e s c a l a m i e n t o  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  v e r d a d e r o  v a l o r  i n d u s t r i a l  
de l  mismo- A t a l  e f e c t o  se pueden h a c e r  l o s  s i g u i e n t e s  c á l c u l o s :  
c o n s i d e r a n d o  que son n e c e s a r i a s  unas 2000 U . L "1 de j u g o  de 
manzana p a r a  una buena c l a r i f i c a c i ó n  y t e n i e n d o  en c u e n t a  que 
a n u a lm e n te  se p ro d u c e n  unos 2 x 10® L ,  se n e c e s i t a n  unas 4 x 
1 0 1 1  U e n z i m á t i c a s  p o r  afilo. En un p r o c e s o  t í p i c o  se
o b t i e n e n  p o r  cada gramo de o r u j o  de manzana unas 1200 U e n z i m á t i c a s ,  
po r  l o  que se h a r í a  n e c e s a r i o  e l  uso  de unas 330 Ton de o r u j o  en l o s  
medios de c u l t i v o  p a r a  p r o d u c i r  aquel  número de u n i d a d e s .  Además, 
l a s  c a j a s  de p e t r i  em pleadas t i e n e n  una s u p e r f i c i e  de 5 6 , 7 4  x 
10"* m2 en l a s  que se c o lo c a b a n  25 g de o r u j o ,  p o r  l o  t a n t o  
h a b r í a  que u t i l i z a r  una s u p e r f i c i e  t o t a l  de 7 4 . 8 9 7  m2  p a ra  
s a t i s f a c e r  l a s  n e c e s i d a d e s  de p r o d u c c i ó n  s i  e s t a  se c o m p l e t a r a  en un 
s o l o  p r o c e s o .  S u p o n ie n d o  que cada f e r m e n t a c i ó n  d u r e  en t o t a l  2 
d í a s  se p o d r í a n  r e a l i z a r  unos 100  p r o c e s o s  al afto con l o  que 
s e r i a n  n e c e s a r i o s  750 m2  po r  p r o c e s o  l o  que i m p l i c a  el  uso de 
unas 190 b a n d e j a s  c u a d r a d a s  de 2 m de l a d o .  E s t o s  c á l c u l o s  t i e n e n  en 
c u e n t a  l a  r e l a c i ó n  de masa de medio de c u l t i v o  po r  u n id a d  de 
s u p e r f i c e  em pleada en n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s ,  por  l o  que s i  é s t a  se 
p u d i e r a  aumentar  ( e s t e  es un p u n t o  a e s t u d i a r )  se d i s m i n u i r í a  el  
tamafto d e l  t e r m e n t a d o r .  A t o d a s  e s t a s  c i f r a s  h a b r í a  que a g r e g a r l e s  
l a s  r e l a t i v a s  a l a  m a c e r a d ó n  de l a  f r u t a  d e b i d o  a que como no se 
en sa yó  e l  comportam iento de l a s  enzimas p ro d u c id a s  en t a l  p r o c e s o  no 
se puede c a l c u l a r  l a  c a n t id a d  de unidades e n z i m á t i c a s  n e c e s a r ia s .
C o n sideran do que l a  cepa empleada p r o v i n o  de un c e p a r i o  
i n t e r n a c i o n a l  y que no posee c a r á c t e r i s t i  cas de h i p e r p r o d u c t o r a ,  l o s  
r e n d i m i e n t o s  a lc a n za d o s  pueden c o n s i d e r a r s e  a c e p ta b le s  como asi
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ta m b ié n  su c o m p o r t a m i e n t o  en l o s  e n sa yo s  de c l a r i f i c a c i ó n .  S i n  
em bargo,  es i n t e r e s a n t e  un e s t u d i o  con o t r a s  c e p a s ,  p a r t i c u l a r m e n t e  
l a s  p r o d u c t o r a s  de p e c t i n a s a s  de a l t a  e s t a b i l i d a d  t é r m i c a  que 
p r e s e n t a n  v e n t a j a s  en l o s  p r o c e s o s  de c l a r i f i c a c i ó n .
O t r o  a s p e c t o  a e s t u d i a r  es e l  uso de l  r e s i d u o  de l a  
f e r m e n t a c i ó n  p a r a  a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l ,  en e l  caso  de que l a s  
e n z im a s  p r o d u c i d a s  deban s e r  e x t r a í d a s  p a r a  su u s o .  Es  muy p r o b a b l e  
que l o s  r e s t o s  de biomasa y  del  medio de c u l t i v o  sean a p r o p i a d o s  pa ra  
su i n c l u s i ó n  en r a c i o n e s  p a r a  a n i m a l e s  con l o  que se c o m p l e t a r l a  
el  a p r o v e c h a m i e n t o  i n t e g r a l  de l  o r u j o .
F i n a l m e n t e  r e s t a  d e c i r  que se hace n e c e s a r i a  l a  c o n t i n u a c i ó n  de 
e s t o s  e s t u d i o s ,  p a r t i c u l á r m e n t e  en l o  que se r e f i e r e  al  cambio de 
e s c a l a  y a l  uso de d i s t i n t o s  t i p o s  de r e a c t o r e s  p a r a  s u s t r a t o s  
s ó l i  dos.
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